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IVADAS

Uminé promielocitiné leukemija — viena i§ kraujo véZzio formy, kurios mirtingumas siekia
30 %. Si vézio forma sudaro nuo 10 iki 15 proc. visy Gminiy leukemijy. Jungtinése Amerikos
Valstijose kasmet uzregistruojama nuo 500 iki 600 naujy Sios ligos atvejy. Europoje Sios
leukemijos daznis yra 0,145 atvejy 100 000 gyventojy per metus. Tai dazniausiai vyresnio
amziaus zmoniy liga. Amziaus vidurkis serganciyjy Sia liga 54 metai, 62 proc. serganciyjy yra
moterys, 38 proc. vyrai [57;67;42]. Umin¢ promielocitiné leukemija yra nulemta dviejy geny
mutacijos, kuri atsiranda dél jvykusios translokacijos tarp 15 ir 17 chromosomy pory. Negydant
Sios ligos iSeitis — letali, galinti pasireikSti per kelias savaites ar ménesius. DaZzna mirties
priezastis — DIC sindromas, jvairiis nukraujavimai. Tac¢iau tinkamai ir laiku diagnozavus §ig liga
galima pradéti efektyvy gydyma trans-retinoine riigStimi, kurio efektyvumas siekia 90
proc.[59;1;18].

Taigi imin¢ promielociting leukemijg biitina nustatyti kuo anksc¢iau, tiksliau ir greiciau.
Vienas i§ Sios leukemijos nustatymo metody remiasi blasty biozymeny raiskos ypatumais.
Uminei promielocitinei leukemijai yra biidingas tam tikras blasty bioZymeny rai§kos derinys,
kurj nustacius t€ékmeés citometru galima jtarti, 0 gretimai atlikus citomorfologinj ir genetinius
tyrimus ir patvirtinti Gminés promielocitinés leukemijos diagnoze. Galutiné diagnozé tvirtinama
gavus genetinio tyrimo rezultatus.

Siuo darbu siekiama i3siaiskinti Glminei promielocitinei leukemijai budingiausias blasty
biozymeny raiSkos kombinacijas.

Darbo tikslas — istirti Gminei promielocitinei leukemijai budingiausius blasty
imunofenotipus tékmés citometrijos metodu.

Darbo uZdaviniai:

1. Rasti blasty biozymeny raiskos désningumus pacientams, kuriems jtariama Gminé
promielocitiné leukemija.

2. Nustatyti blasty imunofenotipy spektra esant iiminei promielocitinei leukemijai.

3. Identifikuoti tUminei promieloctinei leukemijai jautriausius ir specifiSkiausius

laboratoriniy tyrimy parametrus.



1. LITERATURINE ANALIZE

1.1. Promielocitinés leukemijos tyrimy raida ir iStyrimas

Pirma kartg kaip atskira tminés leukemijos forma tminé promielocitiné leukemija buvo
apraSyta 1957 metais norvegy hematologo L. K. Hillestado. Hillestadas $ig tminés leukemijos
formg apibiidino kaip trumpos eigos liga, sukeliancig staigia mirtj. Buvo pastebéta, kad Siai
leukemijos formai biidingi ypa¢ gausiis kraujavimai, maza fibrinogeno koncentracija kraujyje,
sumazéjes trombocity kiekis [20]. Véliau, 1959 metais, pranciizy medikas J. Bernard smulkiau
apibiidino @iminés promielocitinés leukemijos pozymius, remdamasis citologija. Siy tyréjy
jzvalgos stipriai prisidéjo prie véliau atsiradusiy Sios leukemijos gydymo metody [44]. 1976
metais pastebéta, kad iiminés promielocitinés leukemijos Igsteléms gali buti biidingos ir Auerio
lazdelés, gausiai sutinkamos promielocito citoplazmoje. Taip pat buvo isskirtas ir hipogriidétas
aminés promielocitinés leukemijos variantas (M3v), atsizvelgiant j citoplazmos gridétuma.
I§samiau tiriant $ia leukemijos forma, netrukus Cikagoje, vadovaujant J. Rowley, buvo
identifikuota, kad timiné promielocitiné leukemija yra daugeliu atvejy yra nulemta genetinés 15
ir 17 chromosomy pory mutacijos (translokacijos). 1988 metais Sanchajaus Rui-Jin ligoninéje
promielocitinei leukemijai gydyti pradétas naudoti ATRA metodas (Lo-Cocco, Cicconi, 2011)
[44]. Devintojo deSimtmeCio pradzioje buvo pradéta analizuoti molekulinj TGminés
promielocitinés leukemijos susidarymo mechanizmg bei nustatyta, kad promielocity formavimasi
nulemia mutave PML ir RARa genai [65]. Po jvairiausiy tyrimy, vykdyty visg deSimtmetj, kiny
mokslininkai, remdamiesi gerais eksperimentinio gydymo rezultatais, pasitlé Uming
promielociting leukemija gydyti arseno trioksidu [5].

Devinto deSimtmecio antroje pus¢je, atsiradus tékmés citometrijos jrangai, Uminé
promielocitiné leukemija pradéta nustatinéti ir pagal hemopoeziniy Igsteliy Zymenis. Atlikus
mielogramg yra vertinamas promielocity kiekis periferiniame kraujyje ar kauly ciulpuose,
jvertinami mieloperoksidazés reakcijos rezultatai. Tai padeda lengviau identifikuoti Giming
promielocitine leukemija [44]. Siuo metu Gminé proielocitiné leukemija yra diagnozuojama
remiantis lasteliy citologija, tékmés citometrijos analize bei molekulinés genetikos rezultatais.
Daugiausiai démesio yra skiriama iminés promielocitinés leukemijos gydymui, vaisty dozéms ir

gydymo trukmei [29].



1.2. Kraujodaros procesas

Kraujodara arba hemopoezé — grieztai reguliuojamas kraujo lasteliy gamybos procesas.
Kraujodaros procesas suaugusiems normaliai vyksta kauly ¢iulpuose, ta¢iau patologijos atveju
kraujodaros procesas gali vykti ir bluznyje ar kepenyse. Sveiko suaugusio Zmogaus organizme
per dieng susiformuoja 10*-10" kraujo lgsteliy. Visos kraujo lgstelés hemopoezés metu vystosi
1§ hemopoezés kamieniniy lasteliy (HKL) [22]. Hemopoezés kamieninés lgstelés geba neribotai
dalintis, atsinaujinti bei diferencijuotis j specializuotas kraujo lasteles. Kraujodaros procesas
prasideda dar ankstyvojoje embriogenezéje. Kraujo lgstelés pradeda gamintis trynio maiso
mezenchimoje, kol dar néra susiformave kauly Ciulpai, kurie dominuoti pradeda tik prie§ vaisiaus
gimimg [52]. Véliau kraujo gamyba vyksta nugaringje aortos dalyje, AGM regione (aortos-
gonadinés-mezonefros regionas). Prasidéjus 6-tai—7-tai vaisiaus vystymosi savaitéms kraujo
gamyba i§ nugarinés aortos dalies persikelia | bluznj ir kepenis. Bluznyje ir kepenyse kraujo
lastelés yra gaminamos pirmuosius kiidikio gyvenimo ménesius ir mazdaug po pusmecio (6-
tame—7-tame gyvenimo meénesyje) pagrindine kraujo lasteliy gamybos vieta virsta kauly ¢iulpai
[37]. Kraujo Igstelés kiidikio organizme gaminamos visuose kauly ¢iulpuose. Individui brestant,
raudonuosius kauly cCiulpus kei¢ia geltonieji kauly Ciulpai ir suaugusio Zmogaus organizme
kraujo Igsteliy gamyba vyksta nebe visuose, o tik tam tikruose kauly Ciulpuose: centriniame
skelete — kaukol¢je, klubakaulyje, kritinkaulyje, slanksteliuose, zastikaulio bei $launikaulio
proksimaliniuose galuose. Normaliomis salygomis kraujo lasteliy gamybos vieta nekinta, i$
kauly ¢iulpy kraujo lgstelés patenka j bendrajg kraujotaka [45].

Visa kraujo lgsteliy gamyba kauly Ciulpuose prasideda nuo daugiagalés kamieninés
lasteles (DKL) (1 pav). Daugiagalé¢ kamieniné lgstelé¢ veliau Sakojasi i dviejy tipy lasteliy
kamienus: mieloidines kamienines lasteles (MKL) bei limfoidines kamienines Igsteles (LKL). I§
Siy dviejy kamieny susiformuoja visos kraujo lgstelés. Limfoidiniy kamieniniy lgsteliy kamienas
limfiniuose organuose skyla j dvi Sakas: B lgsteliy pirmtakus (BL) ir T lgsteliy pirmtakus (TL).
B lasteliy pirmatakai virsta B limfoblastais, kurie véliau diferencijuojasi i B limfocitus ir
plazmines lasteles. T Igsteliy pirmtakas formuoja T limfoblastus, kurie periferiniame kraujyje
virsta T limfocitais [29;33]. IS mieloidinio kamieno daugiagalés lgstelés gaminasi daug jvairiy
funkciskai ir morfologiskai skirtingy kraujo lgsteliy. Mieloidiné kamieniné lastelé kauly
Ciulpuose diferencijuojasi | dvi Sakas: granulocity-monocity kamiening lastele (GML) bei
eritroidiniy kamieniniy Iasteliy Saka (EKL). IS granulocity-monocity kamieninés lgstelés
formuojasi dar dvi atSakos: monodendritiné kamieniné Igstele (MPL) ir promielociting lgstelé.

Proliferuojant ir diferencijuojant monodendritinei lastelei gaminami monoblastai, kauly
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Ciulpuose véliau tampantys monocitais, kurie limfiniuose organuose geba virsti makrofagais. IS
promielocity formuojasi 3 tipy mielocitai, véliau virstantys 3 tipy metamielocitais, kurie
diferencijuojasi i neutrofilus, eozinofilus ir bazofilus [29]. I$ eritroidiniy kamieniniy lasteliy
atSakos per daugybe stadijy kauly ciulpuose (kolonijas stimuliuojancios eritrodinés lastelés,
kolonijas formuojancios eritrodinés lgstelés — normoblastas) pagaminami retikulocitai, kurie,
veikiant eritropoetinui, kraujyje virsta subrendusiais eritrocitais [73]. Trombocitai taip pat
gaminami i§ eritroidinés kamieninés lgstelés, megakarioblastui virstant megakariocitu, véliau

trombocitu [29].
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1 pav. Hemopoezés schema [29].



1.3. Leukemija. Jos rasys.

Leukemija (kraujo vézys) — viena i§ vézio formy, kuria sergant sutrinka normaliy kraujo
lasteliy gamyba. Sergant leukemija dél sutrikusios kraujo gamybos kauly ¢iulpuose periferiniame
kraujyje ir paciuose kauly Ciulpuose padaugéja nebrandziy, funkciskai nepilnaver¢iy kraujo
lasteliy — blasty. Kraujo vézio atveju lasteliy hiperplazija (per daug intensyvi lgsteliy gamyba)
yra negrjztama, pirminés kraujo Igstelés gausiai proliferuoja, taciau jy diferenciacija yra léta arba
jos beveik néra [31]. Sergant leukemija taip pat susiformuoja kraujo gamybos Zzidiniai tuose
organuose, kurie natiiraliai nedalyvauja hemopoezéje (gimdoje, inkstuose, kasoje, kepenyse) dél
organy retikulinés stromos metaplazijos (vieno audinio pakeitimas kitu) j kraujo elementus.
Leukemijos atsiradimg lemti gali daugelis veiksniy, tokiy kaip chemikaly poveikis,
chemoterapija bei spindulinis gydymas sergant kitomis vézio formomis, genetiniai sutrikimai,
kitos hematologinés ligos, radiacija, rakymas ir kita [31].

Klinigkai skiriamos dvi leukemijos formos: Gimin¢ ir létiné. Sios formos i$skiriamos,
atsizvelgiant | ligos eigg ir lasteliy brandumo laipsnj. Létinés leukemijos dazniausiai tesiasi ne
vienerius metus, o kraujyje ir kauly Ciulpuose randama daugiau brandziy lasteliy, nei Gminiy
leukemijy atvejais. Létinés leukemijos daZniausiai yra buidingos suaugusiems zmonéms, vaikai
jomis serga retai [13]. Daugelis létiniy leukemijy biina besimptomés, taip pat ligoniams gali
pasireiSkti citopenija ar leukocitozé. Yra iSskiriamos dvi létinés leukemijos formos: létine
mieloleukemija ir létiné limfoleukemija, kurios savo ruoZtu skirstomos j dar smulkesnes
leukemijy grupes [53].

Uminés leukemijos taip pat yra skirstomos j keleta atskiry grupiy, atsizvelgiant j jy
morfologijg, kilme, genetines priezastis ir kita (1, 2 lentelés). Uminei leukemijai biidinga tai, kad
§1 leukemijos forma pasireiskia greita ir agresyvia eiga [53]. Piktybinés, negebancios
diferencijuotis ir nesubrendusios lastelés kaupiasi kauly Ciulpuose. Dél spartaus véziniy kraujo
lasteliy dauginimosi pradedama slopinti kauly ¢iulpy veikla: kraujyje mazéja leukocity, eritrocity
bei trombocity. D¢l piktybiniy lgsteliy infiltracijos kauly Ciulpuose ir vidaus organuose vystosi
kauly ¢iulpy ir infiltruoty piktybinémis lgstelémis organy nepakankamumas [37]. Dél leukocity,
eritrocity ir trombocity sumaze¢jimo kraujyje mazéja organizmo atsparumas infekcinéms ligoms,
vystosi anemija, taip pat didéja jvairiy kraujavimy rizika [53].

Umines leukemijas sukelia mutacijos hemopoezinéje lasteléje ar hemopoezinés lastelés
pirmtake. D¢l somatinés mutacijos hemopoezinéje Iasteléje sutrinka lasteliy apoptozes,
dalijimosi ir diferenciacijos procesai. [vairios iminés leukemijos formos stipriai skiriasi viena
nuo kitos, nuo tminés leukemijos tipo priklauso paciento ligos prognozé, gydymas [39]. Taigi
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svarbu turéti bendra Gminiy leukemijy klasifikacija. Siuo metu pasaulyje yra naudojamos dvi
iminiy leukemijy klasifikacijos: FAB ir PSO. Leukemijos Siose klasifikacijose yra skirstomos i
grupes, atsizvelgiant | morfologinius, imunofenotipinius, genetinius pakitimus [4].

FAB klasifikacija. 1976 metais paskelbta French-American-British (FAB) klasifikacija.
Si klasifikacija suskirsto visas Gmines leukemijas j tris stambias grupes, i§ kuriy yra i§skiriami
smulkesni leukemijy tipai (1 lentelé). Sioje klasifikacijoje leukemijy tipai i§skiriami atsizvelgiant
1 véziniy lasteliy kilmg ir blasty morfologinius pozymius [79].

1 lentelé. Uminés leukemijos FAB klasifikacija [79].

FAB Klasifikacija Leukemijos tipas

MO Uminé mielogeniné leukemija su minimalia

diferenciacija

M1 Uminé nebrandi mielogeniné leukemija

M2 Uminé brandi mielogeniné leukemija

M3 Uminé promielocitiné leukemija

M3v Hipogriidétas iminés promielocitinés

leukemijos variantas

Uminé mielogeniné leukemija _ : _ _
M4 Uminé mielomonocitiné leukemija

M4eos | Uminé  mielomonocitiné  leukemija  su

eozinofilija
Mb5a Uminé monoblastiné leukemija
M5b Uminé monocitiné leukemija
M6 Uminé eritroidiné leukemija
M7 Uminé megakarioblastiné leukemija

L1
Limfocity pirmtaky neoplazmos

Uminé limfoblastiné leukemija | L2

L3 Brandziy B lasteliy neoplazmos

PSO Klasifikacija. Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) klasifikacija gana nauja.
Paskelbta 2001 metais, athaujinta 2008. Klasifikacija paremta citogenetiniais ir molekuliniais
leukemijy Zymenimis. Sioje klasifikacijoje leukemijos suskirstytos j 11 stambiy grupiy, kurios,

kaip ir FAB klasifikacijoje, yra skirstomos j smulkesnes skiltis [80].



2 lentelé. PSO klasifikacija [74].

Tipas

ApraSymas

Uminé mieloidiné leukemija

besikartojanciais genetiniais sutrikimais

e UML su translokacijomis tarp 8 ir 21
chromosomy [t(8;21)(q22;q22);]

e UML su 16  chromosomos
inversija [inv(16)(p13.1922)]

e UPL su 15 ir 17 chromosomy
mutacijom [t(15;17)(q22;q12);]

e UML su 9 ir 11 chromosomy
mutacijom [t(9;11)(p22;923);]

e UML su 6 ir 9 chromosomy
mutacijom [t(6;9)(p23;034);]

e UML su 3-¢ia invertuota chromosoma
[inv(3)(q21qg26.2)]

e Megakarioblastiné UML su
translokacija tarp 1 ir 22
chromosomy [t(1;22)(p13;q13);]

e UML su mutavusiu NPM1 genu

e UML su mutavusiu CEBPA genu

Uminé mieloiding leukemija

mielodisplaziniais pakitimais

e Sudétingo kariotipo UML
¢ Nesubalansuotos mutacijos:
a) 7-tos chromosomos  delecija
[del(7a):]
b) 5-tos chromosomos  delecija
[del(50):]
C) nesubalansuoti  pokyc¢iai 17
chromosomoije [i(17q)/t(17p);]
d) 13-tos chromosomos
delecija [del(130q);]
e) 1l1-tos chromosomos delecija
[del(11q);]
f) 12-tos  chromossomy  poros

delecija




2 lentelés tesinys

g) 9-tos chromosomy poros delecijos
[del(9a);]

h) aberantiniai poky¢iai X
chromosomoije [idic(X)(g13);]

e Subalancuotos mutacijos:

a) translokacijos tarp 11 ir 16
chromosomy
pory [t(11;16)(q23;913.3);]

b) translokacija tarp 3 ir 21
chromosomy poros
[t(3;21)(26.2;022.1);]

c) translokacija tarp 1 ir 3
chromosomy pory
[t(1;3)(p36.3;g21.1);]

d) Translokacija tarp 2 ir 11
chromosmy pory
[t(2;11)(p21;923);]

e) translokacija tarp 5 ir 12
chromosomy
poros [t(5;12)(q33;p12);]

f) translokacija tarp 5 ir 7
chromosomy poros
[t(5;7)(033;q11.2);]

g) translokacija tarp 5 ir 17
chromosomy pory
[t(5;17)(g33;p13);]

h) translokacija tarp 5 ir 10
chromosomy poros
[t(5;10)(g33;021);]

i) translokacija tarp 3 ir 5
chromosomq poros

[t(3;5)(025;034);]

Su

terapija

susijusios

mieloidinés

Chemoterapijos ar radioterapijos sukeltos




2 lentelés tesinys

neoplazmos neoplazmos

Mieloidiné sarkoma

Mieloidinés  proliferacijos  susijusios su

Dauno sindromu

Blastinés dendritiniy Igsteliy neoplazmos

UML neklasifikuojama kitaip e UML su minimaliomis
diferenciacijomis

e Nebrandi UML

e Brandi UML

e Uminé mielomonocitiné leukemija

e Uminé monocitiné ir monoblasting
leukemija

e Uminé eritroidiné leukemija

e Uminé megakarioblastiné leukemija

e Uminé bazofiliné leukemija

e Uminé panmielozé su mielofibroze

1.3.1. Promielocitinés leukemijos etiologija ir patogenezé

Promielocitiné leukemija — viena i§ Giminiy mieloidinés leukemijos vézio formy. Uminés
mieloidinés leukemijos yra suaugusiyjy kraujo liga. Sia liga serga mazdaug 3 i§ 100000
gyventojy. Nepaisant to, kad mieloidinés leukemijos dazniausiai yra suagusiyjy ligos, jomis gali
sirgti ir vaikai (1015 proc. visy leukemijy) [37].

Remiantis literatiiros duomenimis, 95 % tGminés promielocitinés leukemijos atvejy yra
nulemti genetiskai. Sios kraujo véZzio formos vystymasi lemia subalansuota reciprokiné
translokacija tarp 15 ir 17 chromosomy ilgyjy peciy (t(15;17)(22;911.2-12)) (2, 3 pav.) [34].
Ivykus translokacijai tarp 15 ir 17 chromosomy pory susiformuoja PML-RARa (4 pav.) genas-
mutantas, veikiantis transkripcijos faktoriy, kuris sutrikdo promielocity virtimg brandesnémis
lastelémis. Normaliomis salygomis RARa yra labai svarbus kamieniniy mielodiniy lasteliy
diferencijai | brandzias micloidinés linijos Igsteles. Manoma, jog RARa geno raiska normalios

hemopoezés salygomis yra svarbi granulocity diferenciacijai. Taip pat RARa yra labai svarbus



embrioninés kraujodaros metu [15]. Susidares PML-RARa sukelia histony deacetilinima.
Deacetilinti histonai blokuoja geny, atsakingy uz promielocito brendimg, trankripcijg. Taigi
mieloidinio kamienio 1astelés nustoja diferencijuoti ir j perifering kraujotaka patenka pasiekusios

tik promielocito stadija (5 pav.) [29].
< %:
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2 pav. Subalansuota reciprokiné translokacija t(15;17) sergant umine promielocitine leukemija
[41].

3 pav. Subalansuota reciprokiné PML ir RARA geny translokacija [41].

10



15 chromosoma 17 chromosoma

7 A \
| i ‘

\ translokacija /

DT T dc: (15)
+
(I der (17)

| IT B RAR:

\ /

+

RARo, PML

4 pav. Geny mutacijos timinés promielocitinés leukemijos atveju [75].

~

.
[

Ay

Vv, -r-,v-,u--,l-,v».v-,

RRIRRK

- FRESNE
DNR {“‘
Deacilinti
histonai

5 pav. Transkripcijos reguliacijos sutrikimas esant PML-RARo mutantui [29].

Be $ios mutacijos dar 30—40 proc. pacienty pasireiskia ir 8 chromosomy poros trisomija
ar vienos i§ 17 poros chromosomy izochromosomija [14]. Taigi be PML-RARA (BCR geno
mutacijos) sukeltos translokacijos Giminés promielocitinés leukemijos atveju yra fiksuojamos
FLT3 geno ir NPM1 geny mutacijos, neigiamai veikian¢ios hemopoeziniy lagsteliy vystymasi.
Mutaves FLT3 genas sukelia tasking mutacijg ir veikia lasteliy proliferacijg ja stabdydamas. Taip
pat, mutavus Siam genui, yra mazinamas lasteliy iSgyvenamumas [8]. Kai kuriy mokslininky
teigimu, FLT3 mutacijos gali buti labiau buidingos M3v @iminés promielocitinés leukemijos

variantui, nei jprastam M3 Gminés promielocitinés leukemijos variantui [69]. FLT3 ir NPM1
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geny mutacijos néra specifinés minei promielocitinei leukemijai [6] Sie mutave genai apskritai
yra budingi mieloidinés kilmés neoplazmy mutacijoms [30]. Vieny mokslininky teigimu, $i0os
papildomos chromosomy mutacijos neturi jokios jtakos timinés promielocitinés leukemijos eigai
ar buklés sunkumui [14], kity mokslininky tyrimy duomenimis, Sios mutacijos siejamos su
didesne nukraujavimo rizika, greitesne ligos eiga ir jaunesniu pacienty amziumi [10]. Nepaisant
to, kad néra galutinai iSaiSkinta Siy mutacijy reikSmé ligos eigai, jos yra svarbios parenkant

gydyma [14].
1.3.2. Uminés promielocitinés leukemijos morfologija

Promielocitinei Gminei leukemijai yra biidingi nepilnai subrende ir diferencijavesi
promielocitai. Promielocitai Sios leukemijos atveju yra sutinkami tiek periferiniame kraujyje, tiek
kauly ¢iulpuose. Promielocitais gali biiti bazofiliniai, eozinofiliniai ar neutrofiliniai granuliocitai.

Normos atveju periferiniame kraujyje promielocitai neaptinkami [7].

6 pav. Promielocitas [43].

Promielocitinés lastelés patologijos atveju issiskiria savo dydziu: jos yra didesnés uz
patologijos neturin¢ias nebrandzias kraujo lasteles. Promielocity dydis varijuoja nuo 12 iki 20u.
Promielocitams biuidinga gausi, gausiai grudéta citoplazma, skiltéti branduoliai (6 pav.).
Citoplazmoje randamose granulése kaupiasi mieloperoksidazés, rigstinés fosfatazés ir esterazés
fermentai, citoplazmoje gali biiti stebimos vakuolés. Chromatinas branduoliuose netolygus,
maziau kondensuotas [51]. Citologiniuose preparatuose citoplazma dazosi mélyna spalva, joje
iSryskéja tamsesnés spalvos griideliai. Branduolys nusidazo netolygiai, taciau preparatuose
galima pamatyti branduolélj ir branduolio segmentacija [51].

Tiriant iminés promielocitinés leukemijos periferinio kraujo ar kauly ciulpy tepinélius,

promielocity citoplazmoje gali biiti randamos ir Auerio lazdelés (Auer rods) [40].
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7 pav. Promielocitas su Auerio lazdelémis citoplazmoje [35].

7-tame paveikslélyje matomos gausios Auerio lazdeliy sankaupos promielocity
citoplazmose. Auerio lazdelés — tai susiliejusiy lizosomy ar pirminiy neutrofily granulés,
sudarytos i§ lizosomy fermenty, peroksidaziy ir dideliy kristaliniy intarpy. Auerio lazdelés
promielocito citoplazmoje iSsidésto netvarkingai, jy dydis ir skaiCius citoplazmoje néra
apibréztas. Auerio lazdelés yra buidingos 90 proc. promielocity [78]. Promielocito citoplazmoje
galima aptikti tiek vieng Auerio lazdele, tiek dideles jy sankaupas arba jy gali ir visai nebuti [32].

Uminei promielocitinei leukemijai ypac¢ biidinga trombocitopenija (trombocity skai¢iaus
sumazéjimas kraujyje, galintis pasireikSti spontaniniu kraujavimu) ir diseminuotos intavazinés
koaguliacijos sindromas (DIK) (cirkuliuojan¢io kraujo kres$¢jimas, kuomet susidaro daug
agregaty ir kresuliy, stabdanciy organy kraujotaka). Trombocity skaiciy kraujyje mazina iSauggs
patologiniy lasteliy skaiCius, kuriy dalijimosi procesai uzgozia normaliy lasteliy dalijimosi
procesus [68]. Taip pat promielocitine leukemija sergantiems individams daznai pasireiskia
blasty infiltracija j dantenas, danteny hipertrofija, dazni kraujavimai i§ danteny ar kity viety [37].
Kraujavimai vystosi ne tik dél sumazéjusio trombocity skaiciaus, bet ir dél to, kad promielocitai
isskiria medziagas, skatinanc¢ias kraujavima [68]. Umine promielocitine leukemija sergancio
asmens kraujyje ilgéja protrombino laikas, mazéja fibrinogeno kiekis, didéja D-dimery ir fibrino
skilimy produktus kiekis [11]. Siems procesams tesiantis kraujavimai gali atsirasti ir kepenyse ar

smegenyse, ir tai yra gana dazna mirties priezastis sergant imine promielocitine leukemija [16].
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1.3.3. Uminés promielocitinés leukemijos dignostikos metodai

Klinikinai timinés promielocitinés leukemijos pozymiai: bendri negalavimo sutrikimai,
pasireiskiantys karS¢iavimu, gali biiti nustatomas bluznies ar kepeny padidéjimas, gausus ir
sunkiai sustabdomas kraujavimas i§ zaizdy, sutrikes kraujo kreS¢jimas. Taip pat gali pasireiksti
jvairts kauly bei sgnariy skausmai, bendras silpnumas [9]. Pasireiskus Siems simptomams
pirmiausia atlickamas kraujo tyrimas. Kraujo tyrime promielocitinés leukemijos atveju stebimas
eritrocity ir trombocity skaiCiaus sumazéjimas, leukocity skaiciaus padidéjimas. Diagnostikai
tikslinti yra atlickama citocheminé mieloperoksidazés reakcija [54]. Mieloperoksidazé —
fermentas, kuriam katalizuojant superoksido radikalas virsta hipochlorito riigitimi. Sis fermentas
yra specifinis mieloidinés kilmés lasteliy zymuo, kurio raiska pasireiskia tik vélyvose blasto ar
promielocitos stadijose ir brandziuose neutrofiluose [48]. Taigi mieloperoksidazés reakcija rodo
blasty kilme: jei Sios reakcijos rezultatas virSija 3 proc., diagnozuojama mieloidiné blasty kilme.
Uminei promielocitinei leukemijai biidingos labai aukstos mieloperoksidazés reakcijos vertés:
>80 proc., daznai 99 proc. ar net 100 proc. [29]. Atlikus biocheminj kraujo tyrima taip pat svarbu
atsizvelgti ir | kraujo kreséjimo rodiklius. Sergant §ia timinés leukemijos forma daznai pasitaiko
kurio nors vieno ar kombinuotas keliy kraujo kresé¢jimo faktoriy deficitas [29]. Uminés
promielocitinés leukemijos atvejui buidinga tai, kad paciento kraujyje yra padidéjusi Slapimo
rigsties koncentracija. Slapimo riigsties koncentracijos kraujyje padidéjimas yra greito lasteliy
dauginimosi (irimo) pasekmé [38].

Identifikavus §iuos pakitimus bendrame ir biocheminiame kraujo tyrimuose atliekami

pagrindiniai diagnostiniai tyrimai [38]:

1) Citomorfologinis tyrimas

2) Imunologinis tyrimas

3) Genetinis tyrimas

Citomorfologinis tyrimas.  Tyrimo objektas — periferinio kraujo ar kauly ciulpy
lasteles. Atliekama kraujo Igsteliy dydZio, morfologijos ir skaiciaus tepinélyje analizé. Stebimas
promielocity skai¢ius ir morfologija. Uminé promielocitiné leukemija patvirtinama, jei
citomorfologinio tyrimo metu nustatoma, kad promielocity kiekis kraujyje sudaro > 30 proc.
promielocitiniy lasteliy [38].

Imunologiniai tyrimai. Tyrimo objektas — molekulés, esancios ant kraujo lasteliy
pavirsiaus. Sis tyrimas pagal lasteliy ekspresuojamus Zymenis leidZia atskirti lasteliy subrendimo
stadija ir kilme, taigi ir Umin¢ mieloiding leukemija nuo @minés limfoidinés leukemijos.
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Identifikacijai naudojamas tékmés citometrijos tyrimo metodas. Promielocitiné leukemija
diagnozuoja pagal jai biidingus mielodinés kilmés Zymenis ant kraujo lgsteliy [25].

Genetinis tyrimas. Dazniausiai diagnozei patvirtinti ar paneigti yra taikomi
citogenetiniai tyrimo metodai. Sudarytame paciento kariotipe stebima chromosomy struktiiros
patologija — translokacija tarp 15 ir 17 chromosomy. Atliekant molekulinés genetikos tyrimus
(polimerazés grandining reakcijg) ieSkomos mutacijos genuose, lemianCiuose UmMIngs

promielocitinés leukemijos formavimasi organizme [38].

1.4. Hemopoeziniy Igsteliu Zymenys

Vézio Zymenys — tai medziagos (dazniausiai baltyminés kilmés), esancios audiniuose,
kraujyje, kituose organizmo skysCiuose, ir Susijusios su véziniu procesu. Vézio zymeny yra
aptinkami kiekvienoje lasteléje ir nesant patologinei buiklei. Taciau, prasidéjus kancerogeniniam
procesui, vézio zymeny produkcija Zymiai iSauga. Vézio zymenys aptinkami daugelyje
organizmo sky¢iy: kraujyje, Slapime, navikiniy audiniy skys¢iuose ar kituose organizmo
skysciuose, taip pat jy galima aptikti ir iSmatose [55]. Vézio Zymeny iStyrimas ir identifikavimas
naudojami vézio diagnostikoje. Vézio zymenys gali buti susije su pacia vézine lagstele arba
atsiranda kaip atsakas j vézinj procesa organizme [37].

Kiekviena hemopoezés lastelé yra skirtinga ir savita, pasizyminti skirtingais biologiniais
zymenimis, todél, norint nustatyti kraujodaros hemopoezines lasteles ir identifikuoti kraujodaros
patologijas, svarbu zinoti hemopoeziniy lgsteliy Zymenis. DaZniausiai hemopoezinéms lasteléms
tirti yra naudojami monokloniniai antiktinai [50]. Atliekant tékmés citometrijos tyrimus Giminei
promielocitinei leukemijai identifikuoti naudojama daug lasteliy zymeny, taciau HLA-DR,
CD15, CD33, CD34, CDI117 yra svarbiausi zymenys Uminés promielocitinés leukemijos
identifikavimui. Be §iy Zymeny, tiriant Giminés promielocitinés leukemijos pacienty krauja ar

kauly ¢iulpus, taip pat svarbu atkreipti démes j CD2, CD13, CD56, CD64 zymeny raiska [40].
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3 lentelé. Uminei promielocitinei leukemijai biidingi Zymenys [40;2;62].

CD Zymuo

CD Zymens aprasymas

CD?2

Leukocity funkcijos antigenas, limfinés kilmés Iasteliy

zymuo, ekspresuojamas daugiausiai T limfocity.

CD 13

Mieloidinés kilmés zymuo, artimas CD 33 Zymeniui.
Zymuo aptinkamas esant ne tik leukemijoms, bet ir kitiems
véziniams procesams organizme. Tarpininkauja naviko
angiogenezéje, dalyvauja daugelyje fermenty skaldymo

reakcijy.

CD 15

Lasteliy pavirsiaus glikoproteinas, tarpininkaujantis lgsteliy
fagocitozéje ir chemotaksyje. Zymenj ekspresuoja

neutrofilai.

CD 33

Mieloidinés kilmgs lasteliy transmembraninis receptorius

CD 34

Tai lasteliy pavirSiaus glikoproteinas. Tai pirmasis ir
placiausiai naudojamas hemopoeziniy kaimeniy Iasteliy
zymuo - tarplastelinés adhezijos faktorius. CD 34 yra
viengrandis transmembraninis baltymas, kurio raiska vyksta
embriono fibroblastuose, nesubrendusiose hemopoezinése

lastelése bei kraujodaros pirmtaky lastelése

CD 56

Glikoproteinas, nattraliyjy kileriy pavirSiaus antikiinas,

atsakingas uz lasteliy adhezija.

CD 64

Membranos integralinis glikoproteinas, jauny mieloidinés
kilmés lasteliy Zymuo. Taip pat brandziy antigena
pateikianciy lgsteliy: dendritiniy lasteliy, makrofagy,

monocity Zymuo.

CD 117

Kamieniniy Iasteliy augimo faktoriaus receptorius. Tai
tirozinkinazés baltymas, vadinamas KIT genu. Normos
atveju $is baltymas néra gausiai ekspresuojamas lasteliy
pavirSiuje, padidéjusi Sio zymes raiSka leidzia daryti

prielaidg apie organizme vykstantj kancerogeninj procesa
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1.5. Uminés promielocitinés leukemijos gydymas

Uminé promielocitiné leukemija yra gydoma $iais metodais [27]:

Chemoterapija

Kamieniniy lasteliy transplantacija

Gydymas arseno trioksidu arba ATRA

Antikiiny terapija.

Dazniausiai Umine promielocitine leukemija sergantiems pacientams yra taikoma
chemoterapija. Taikant chemoterapija yra sunaikinamos vézinés Iastelés arba sustabdomas
véziniy lgsteliy dalijimasis. Chemoterapijos metu naudojamos tokios veikliosios medziagos ir
vaistai kaip antraciklinas, citarabinas, hidroksikarbamidas, prednizolonas ar 6-tioguaninas [59].
Pirmajame chemoterapijos etape (indukcijos terapija) naudojant vaistines medziagas siekiama i
kraujo bei kauly ¢iulpy pasalinti véZines Igsteles. Po indukcijos terapijos taikoma post-remisijos
terapija, kurios metu kovojama su po indukcijos terapijos dar likusiomis vézinémis kraujo
lastelémis organizme. Jei liga pasiekia remisija, skiriamas konsolidacijos etapas, kuomet
ligoniui skiriami intensyviis chemoterapijos kursai. Taip siekiama prailginti remisijos laikg iki
reccidyvo arba visiSkai jo i1§vengti [27]. Kai Gimin¢ promielocitiné leukemija sunkiai pasiduoda
gydymui, tuomet yra taikoma kamieniniy lasteliy transplantacija. Prie§ kauly Cciulpy
transplantacija vykdant ypac intensyviag chemoterapija ar taikant radiologin} gydyma yra
pasalinamos tiek sveikos kauly Ciulpy Igstelés, tiek patogeninés. Tuomet ligoniui persodinami
sveiki kauly ¢iulpai [27].

Gydymas arseno trioksidu (ATO) arba ATRA (all-trans-retinoic acid) yra vienas
specifiskiausiy Giminés promielocitinés leukemijos gydymo metody. ATRA (all-trans retinoiné
rugstis) arba arseno trioksidas inicijuoja véziniy kraujo Igsteliy apoptoze kauly ¢iulpuose. ATRA
ir ATO tiesiogiai veikia molekulinj ligos vystymosi mechanizmg, naikindamas molekuline
mutacija. Tai gana efektyvus gydymo metodas, kadangi jau po 4-6 savaiciy yra matomi ligos
gydymo rezultatai [29]. Pirmasis pozymis, rodantis, kad gydymas yra efektyvus — mazéjanti
koaguliopatija. Po 4-6 savaiCiy, pacientg gydant ATRA ar ATO, jo kraujyje stebimas Zymus
blasty skaifiaus sumazéjimas: blasty turéty buti randama <5 proc., promielocity citoplazmoje
neturéty biiti stebimos Auerio lazdelés, periferiniame kraujyje turéty daugeti neutrofily skaicius
(>1.5 x 10%1), pasikeites trombocity skaiius (>100 x 10%L) [29]. Nepaisant pageré¢jusiy
hematologiniy rodikliy, pacientas turéty buti gydomas ATRA ar ATO dar 4 savaites. 8-tame
paveikslélyje galima stebéti gydymo ATRA arba ATO efektyvuma: A dalyje matomas
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promielocitas periferinio kraujo tepinélyje pries pradedant gydyma ATRA arba ATO preparatais.
Tai piktybinés lastelés (didesnés nei jprasti promielocitai), lasteliy citoplazmoje gausu granuliy,
dengian¢iy branduolj, todél branduolio ribos tampa neaiskios. Branduoliai netaisyklingos
formos, iSkraipyti ar sulankstyti [29]. Be granuliy citoplazmoje stebimos Auerio lazdelés,
galin¢ios burtis | stambesnes grupes ir sudaryti darinius, vadinamus ,.faggot cells“. B dalyje
matomas promielocitas, kuris jau paveiktas gydymo arseno trioksido ar trans-retinoinés ragsties
preparatais: galima stebéti branduolio poky¢ius — branduolys pradeda segmentuotis. Taip pat
stebimi poky¢iai lgstelés citoplazmoje: ji Sviesesné nei patologinio promielocito prie§ pradedant
gydymg, citoplazmoje matoma granuliy, budingy granulocitui — brandesnei lgstelei uz
promielocita. C paveikslélio dalyje matoma kraujo lastelé, paciento gydomo jau 30 dieny: lastelé
jgauna granulocitui budingus pozymius, rodan¢ius, kad promielocituose nebéra stabdomas
mieloidinis brendimas [29]. Nepaisant gery gydymo rezultaty, gydymas Siais preparatais yra
efektyvus tik tiems ligoniams, kurie turi 15 ir 17 chromosomy translokacijas. Pacientams, kuriy
iminés promielocitinés leukemijos kilmé néra nulemta genetiskai, daZniausiai taikomas kauly

Ciulpy persodinimas [29].

8 pav. Gydymo ATRA ir ATO rezultatai [29]
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2. TYRIMU MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimy metodai

2.1.1. Tékmés citometrijos tyrimo principai

Tékmés citometrija (angl. flow cytometry; flow — srautas, srové, tékmé; cytometry —
lastelés matavimas) — daleliy analizavimo technologija. Si daleliy analizavimo technologija
lgsteliy tyrimams naudoja imunoglobuliny biologijos ir fluorescenciniy medziagy chemijos
principus, taip pat laminarinio skys¢io tekéjimo ir Sviesos optinés sklaidos principus [50].
Tékmes citometrijos tyrimo metodas atsirado siekiant padidinti morfologinio Igsteliy tyrimo
metodo mikroskopu efektyvumg ir tiksluma, sumazinti tyrimo subjektyvumg. Taikant tékmés
citometrg, pagreitinamas tyrimo laikas: tékmés citometras per sekundg¢ geba istirti 70 000 daleliy,
0 informacija greitai apdorojama ir pateikiama operatoriui suprantama forma. Analizuojant
lasteles tékmés citometru, galima gauti ir kiekybing (nustatomas absoliutus lasteliy skaicius;
apskaiCiuojama procentin¢ lasteliy sudétis; nustatomas norimy lastelés pavirSiaus Zymeny
raiSkos intensyvumas), ir kokybin¢ informacija apie dominancias lgsteles: nustatomos skirtingo
dydzio lasteliy populiacijos; nustatytos lasteliy populiacijos gali biiti klasifikuojamos pagal
lasteliy dydj, ar pagal zymenis, kuriuos jos ekspresuoja [12]. Tékmés citometras taip pat leidzia
tyréjui jvertinti lastelés ar jos branduolio skersmenj, lgstelés vidine struktiira, membranos
potenciala, lgstelés pavirSiaus plota bei tiirj. Naudojant jvairius reagentus tékmés citometru
galima jvertinti dar daugiau parametry: branduolio, citoplazmos ar pavirSiaus antigenus, DNR,
RNR, chromosomas, fermentus, lipidus, baltymus ar hormonus [50].

Tékmés citometras analizuoja molekulines daleles tékméje. Jo veikimas yra pagrjstas
keliais principais:

a) elektroninés informatikos. Sio principo esmé — §viesos signaly vertimas elektroniniais.
Perduoti signalai yra stiprinami, kad vykty tikslesnis kompiuterinis jy apdorojimas ir pateikimas
1 kompiutering sistema;

b) skysCiy dinamikos — Sis principas remiasi Bernoulli efektu , laminariosios sroveés
tekéjimu, bei akustiniais ar hidrodinaminiais fokusavimais. D¢l skys¢iy dinamikos principo
lastelés iSsirikiuoja viena paskui kitg dar prie§ kertant lazerio spidnulj. Skys¢iy dinamikos
principas uztikrinamas tékmés citometro skysciy ir slégio sistemos.

c¢) Sviesos dinamikos bei optinio matavimo principu - monochroniné lazerio $viesos

sklaida (kurios dé¢ka galima jvertinti lastelés dydj, pagal priekinés Sviesos sklaidg ir grudétuma —
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pagal Soninés Sviesos sklaidg), fluorochromy suzadinimas ir skirtingy ilgiy Sviesos ekscitacija ir
emisija (déka emisijos monochrominé lazerio Sviesa gali vienu metu suzadinti skirtingus
fluorochromus, taip gaunant informacijg apie keleta lastelés pozymiy) [49].

Siuolaikinj tékmés citometra sudaro (9 pav.) :

1)  Sviesos Saltinis (daZniausiai lazeris, skleidZiantis ta tikro bangos ilgio §viesa) bei
optinio signalo pasiskirstymo ir surinkimo sistema;

2)  SkysCiy sistema su tékmés kamera, kurioje dalelés akustinio arba hidrodinaminio
fokusavimo biidu yra iSrikiuojamos viena paskui kita;

3)  Elektroniné $viesos signalo stiprinimo, skaitmeninio ir apdorojimo sistema;

4)  Duomeny analizés ir grafinio vaizdavimo sistema [64].

Skysciy sistema Optiné sistema

- B L
Z o)
4 /A‘ \ Elektroniné sistema

Lazeris

9 pav. Tékmés citometro schema [63]

Tékmés citometrijoje méginys gali buti fokusuojamas dviem budais: akustiniu arba
hidrodinamiu budu. Fokusuojant méginj akustiniu biidu naudojamas pjezoelektrinis garso
generatorius.  Generatorius iSrikiuoja daleles nepriklausomai nuo skysCio neséjo sroves
skersmens bei greic¢io [36]. Dél tokiy fokusavimo galimybiy tékmés kamera tékmés citometre
gali buti ir paprastas stiklo kapiliaras, taciau taip pat galima tirti ir mazoS koncentracijos
méginius [49]. Hidrodinaminio fokusavimo atveju (10 pav.) méginys yra Svirks$¢iamas j vidur]
nesanciojo izotoninio skysCio srovés, taip meéginys susifokusuoja srovés viduryje, 0 laminarus
sroves tekéjimas apsaugo daleles nuo turbulencijos. Tiriant méginius tékmés citometru, svarbu
pasirinkti tinkama srovés greiti, nes did¢jant srovés greiciui didéja ir Iasteliy sangriidos tikimybe

bei turbulentinés tékmés rizika. Pasirinkus tinkamg srovés tékmés greit] suspensijoje esancios
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lastelés rikiuojasi eilute viena uz kitos ir tekédamos srove kerta Sviesos spindulj po vieng. Taip

yra nustatomi kiekvienos atskiros Igstelés parametrai [49].

Q
O
O Lazerio spindulys
O
O
O
O
© O
OOO
O
o O
o Xe
M
Nesantysis T NesSantysis
skystis skystis
Méginys

10 pav. Hidrodinaminio fokusavimo schema [63]

Daleliy matavimui tékmés citometre uztikrinti yra jrengtas $viesos $altinis (lazeriai ar UV
lempos), kurj kerta vorele iSsidésciusios tiriamosios dalelés. Dalelés, priklausomai nuo jy
pavirSiaus ir vidaus struktiry sudétingumo bei dydzio, j skrirtingas puses iSsklaido Sviesos
spindulj 90° ar 180° kampu. Kartu yra suZadinami ant lgstelés prisitvirting fluorochromai,
iSspinduliuojantys skirtingo ilgio bangos $viesg [47]. ISsklaidyta $viesos spindulj surenka ir jo
stipruma uZfiksuoja Soninés sklaidos (SSS) bei priekinés sklaidos (PSS) detektoriai, signala
paversdami elektroniniu. Daleliy iSspinduliuotg fluorescencinés sklaidos Sviesg fiksuoja
fluorescencinés $viesos sklaidos detektoriai (FL) [46]. Priekiné Sviesos sklaida atspindi Igstelés
dydi: kuo didesné¢ lastelé, tuo ji ilgiau uzstos lazerio spindulj. Kuomet Sviesa liizta pataikiusi |
vidines skaidrias lgstelés struktiras, ji yra atmusama 90° kampu — tai Soniné $viesos sklaida,

atspindinti lastelés gridétuma [46].
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Soniné sviesos sklaida

Sviesos
saltinis

Priekiné
sviesos sklaida

11 pav. Soniné ir priekiné §viesos sklaida [63]

Lazerio ar fluorochromy atspindétos Sviesos signalas gali biti stiprinamas elektriniais
fotodaugintuvais, jei jis yra silpnas. Dazniausiai silpniausi yra staciu kampu iSspinduliuoti
Sviesos signalai. Stipriis atspindéti signalai véliau yra siunciami j analoginio-skaitmeninio
signalo keitiklj. Analoginio-skaitmeninio signalo keitiklis paveréia atspindéta signala
kompiuteriui suprantamu skaitmeniniu pavidalu [49]. Signalo apdorojimas yra valdomas
specialia kompiuterine programine jranga. Programiné jranga gautus duomenis gali pavaizduoti
grafiSkai keliais biidais: bieksponentine diagrama, bivariacine diagrama (kontiirine, tankio,
taskine), daznio histograma ar trimate diagrama [50].

Tékmés citometrijoje  analizei  atlikti  naudojami  fluorescuojantys  junginiai
(fluorochromai, fluoroforai, fluorescuojantys molekuliniai zondai). Sie junginiai padeda
vizualizuoti lasteliy iSrorés ir vidaus struktiras. Pagrindiné jy savybé — iSspinduliuoti didesnio
bangos ilgio §viesa po suzadinimo mazesnio bangos ilgio monochromine $viesa [61]. Kiekvienas
fluorochromas turi savo specifin; ir tik jam unikaly suzadinimo Sviesos bangos ilg] bei
i1§spinduliuotos Sviesos bangos ilgj. Taigi vienus fluorochromus galima suzadinti tik, pavyzdziui,
meélynu ar raudonu lazeriu, kitus — tik ultravioletiniais spinduliais ir t.t. Analizuojant méginj
tekmes citometrijos metodu svarbu fluorochromus parinkti taip, kad jy iSspinduliuojami $viesos

spektrai biity kuo toliau vienas kito, tam, kad $viesos signalai nesusikloty vienas su Kitu [49].
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2.1.2. Tyrimas automatizuotu hematologiniu analizatoriumi

Automatizuotas kraujo tyrimas — informatyvus tyrimas, suteikiantis pradine informacija
apie kraujo elementy pakitimus periferiniame kraujyje. Sis tyrimas suteikia informacijos apie
visy kraujo kamieniniy Igsteliy bukle kauly ¢iulpuose. Automatizuoto kraujo tyrimo metu yra
nustatomi absoliutiis leukocity, eritrocity, trombocity skaiciai kraujyje, taip pat jvertinamas
santykinis $iy kraujo komponenty kiekis [29]. Automatizuoti hematologiniai analizatoriai taip
pat geba iSskirti eritrocity rodiklius (MCV — vidutinj eritrocity tirj, MCH — vidutinj eritrocity
hemoglobino kiekj, MCHC — viduting eritrocity hemoglobino koncentracija, RDW — eritrocity
dydzio variacijg), taip pat apskaiciuoti hemoglobino ir hematokrito koncentracijas periferiniame
kraujyje. Automatizuoti hematologiniai analizatoriai leukocity skai¢iy taip pat iSskiria |
smulkesnes grupes, priklausomai nuo to, keliy daliy leukograma skai¢iuoja analizatorius (trijy ar
penkiy daliy leukogramos) [29].

Trijy daliy leukogramoje leukocitai yra iSskiriami j Sias grupes: mazi (limfocitai),
vidutiniai (bazofilai, eozinofilai, monocitai) bei dideles (granulocitai). Tuo tarpu penkiy daliy
analizatorius leukocitus atskiria j 5 grupes: neutrofilus, bazofilus, eozinofilus, limfocitus,
monocitus. Taip pat analizatoriai geba atskirti ir nebrandzias kraujo lgsteles, priskirdami jas j
atskirg IG (immature granulocytes) grupe [29]. Modernilis hematologiniai analizatoriai
patologijos atveju atsakyme pateikia jsp€jimus apie kraujo lgsteliy nukrypimus nuo normuy.
Tokiu atveju automatizuoto hematologinio analizatoriaus duoti jspéjimai apie galimai
patologines kraujo lasteles turi biiti tikrinami citologiniu periferinio kraujo ar kauly ciulpy
tepinéliu [70].

Hematologiniai analizatoriai remiasi dviem analizés principais: elektrine varza
(impendansas) bei Sviesos-optine sklaida. Automatizuotame hematologiniame analizatoriuje,
kaip ir tékmés citometre, lagsteliy analizé¢ atlieckama taikant hidrodinaminj lasteliy srauto

fokusavimg [29].
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2.1.3. Méginiy ruoSimo tyrimams metodika

Analizei tékmés citometru méginiai ruosSti Lysing reagentu lizuojant kraujg pagal
metodikag LWB (angl. lysed whole blood).

1. Tiriamieji mégintuvéliai pazymimi taip, kad buty galima identifikuoti pacienta.

2. | pazymétg mégintuveélj dedama po 20 pl monokloniniy antikiiny, kurie konjuguoti su
fluorochromais.

3. ] tuos pacius mégintuvélius automatizuota pipete jlaSinama 100 ul kraujo.

4. Mégintuvélivose esantis kraujo ir antikiing misinys yra sumaiSomas Stikurine purtykle
zemu dazniu 3 sekundes ir inkubuojamas kambario temperatiiroje 20 minuciy tamsoje.

5. Pra¢jus inkubacijos laikui jpilami 2 ml lizuojancio tirpalo (FACS — Lysing Solution,
Becton — Dickinson, JAV), méginys dar kartg sumaiSomas sukirine purtykle 3 sekundes zemu
dazniu ir inkubuojamas kambario temperatiiroje 10 minuciy — taip eritrocitai lizuojami i$
méginio.

6. Pragjus 10 minuc¢iy po inkubacijos, mégintuvélis vél centrifuguojamas 5 min 500xg
réZimu kambario temperatiiroje.

7. Mégintuvél] centrifigavus nupilamas supernatantas, paliekama apie 50 ul skyscio.
Susidariusios nuosédos suspenduojamos buferyje.

8. I mégintuvélius pridedama 2 ml fosfatinio buferio fiziologinio tirpalo, 3 sekundes
maiSoma zemu dazniu siikrine purtykle.

9. SumaiSius vél centrifiguojama 300xg kambario temperatiiroje 5 minutes.

10. Susidargs supernatantas nusiurbimas ir i§pilamas paliekant apie 500 pl skyscio.

11. Galiausiai pridedama 500 ul 0,5 % fiksuojancio paraformaldehido tirpalo, po to
sumaisoma sukdrine purtykle zemu dazniu 3 sekundes.

12. Paruosti méginiai analizuojami tékmes citometru.

Jei méginys analizuojamas ne i§ karto, jis laikomas tamsoje 2-8 °C temperatiiroje, tac¢iau
meéginius butina iSanalizuoti per 24 valandas.

Eminiai, kurie analizuojami tékmés citometru, turi atitikti tam tikrus reikalavimus:

e Jei analizuojamas veninis Kraujas — jis turi buti paimtas standartinés venos punkcijos

biidu, naudojant vakuuminj mégintuvélj su K, arba K,;EDTA antikoaguliantu. Jei
analizuojami, kauly ciulpai, jie turi buti renkami j tokius pacius mégintuvelius

standartinés kauly ¢iulpy punkcijos metu.
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e Visi éminiai privalo biiti be kresuliy, veninio kraujo méginiai privalo bati paimti iki
zymos, esancios ant vakuuminio mégintuvelio. Jei analizei naudojami kauly c¢iulpai,
jy turi biiti paimt ne maziau 1 ml.

Prie$ analizuojant méginius tékmés citometru turi buti atlikta tyrimo kokybés kontrolé.
Kokybés kontrolé atlickama kasdien, prie§ pradedant darba su tékmés citometru. Kokybés
kontrolei naudojamas BD Multi-Check Control rinkinys. Sis rinkinys yra stabilizuota, Kraujo
pagrindu pagaminta, kontroliné¢ medziaga, kurioje yra zinomos leukocity subpopuliacijy Zymeny
raiskos vertés. Kokybés kontrolés méginiai paruoSiami kaip ir tiriamoji medziaga, analizuojant
tekmés citometru nustatomi CD3+CD4+ ir CD3+CD8+ limfocity subpopuliacijy procentiniai
dydziai. Gauti rezultatai palyginami su reikSmeémis, apraSytomis kontrolinés medziagos aprase.
Jei rezultatai yra nurodytose ribose — kontrolé atlikta sékmingai. Jei kokybés kontrolés rezultatai
neatitinka nurodyty aprasuose, ieSkoma to priezastis ir jg pasalinus kartojamas kokybés kontrolés
tyrimas.

Kuomet kokybés kontrolé atitinka apraSytas ribas, galima analizuoti méginius. Pries§
paleidZiant meéginj t€kmés citometrijos tyrimui, sukuriama nauja duomeny rinkimo ir analizés
forma, pasirenkamas reikiamas mégintuvéliy skaiCius, jraSomi tiriami Zymenys. Taip pat
nurodoma, kiek lasteliy reikalinga tirti: 100 000 esant 5-20 proc. blasty ir 50 000 esant >20 proc.
blasty. Kartu nurodomas ir vidutinis lgsteliy rinkimo greitis. Prie$ dedant méginj ant aspiracinés
tekmés citometro adatos, jis dar karta sumaiSomas sikurine purtykle. Tékmés citometrui
surinkus reikiama lgsteliy kiekj, mégintuvéelis iSimamas.

Sio tyrimo metu FASCanto (BD, JAV) tékmeés citometru (12 pav.) analizuoti Sie
zymenys: CD2, CD13, CD15, CD33, CD34, CD56, CD64, CD117 ir cMPO. Taip pat tékmés
citometru buvo tirta ir jvertinta lasteliy populiacijos Soniné $viesos sklaida (SSC). Duomenys
analizuoti naudojant FASCDiva v.6.1 programine jranga. Soninés sklaidos ir Zymeny raiskos
reikSmés buvo jvertintos geituojant susidariusias lgsteliy populiacijas. Véliau tiriama jvairiy
zymeny raiSka apibréztoje lIgsteliy populiacijoje i§ populiacijos pasalinus mirusias lgsteles,

Siuksles (13 pav.)
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12 pav. FASCanto (BD, JAV) tékmés citometras
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13 pav. Blasty populiacijos atskyrimas
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14 pav. Zymeny raiskos intensyvumo jvertinimas

14-ame paveikslélyje vaizduojamas zymeny raiskos vertinimas lasteliy populiacijoje. A
paveikslélio dalyje matoma, kad blastams buidinga CD 13 Zymens raiSka (blasty populiacija
matoma Q1 dalyje), taciau jie nelinke ekspresuoti HLA-DR Zymens. B dalyje stebima taip pat
neigiama CD 56 zZymens raiska, o C dalyje jau matoma, kad blastai ekspresuoja CD 117 Zymenj.
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15 pav. Paciento X blastai, atitinkantys iiminés promielocitinés leukemijos morfologijq

Citologin¢ kauly ciulpy ar periferinio kraujo tepinéliy analizé buvo atlikta Nikon
(Japonija) Sviesiniu mikroskopu Vilniaus universiteto SantariSkiy kliniky Tékmés citometrijos
laboratorijoje naudojant 100x padidinimg. Atliekant citologinj tyrimg buvo vertinta blasty

morfologija (ar blastai atitinka promielocito morfologija), Auerio lazdelés, citoplazmos

15-to paveikslélio A dalyje matomas promielocitas, atitinkantis TGminés

promielocitinés leukemijos morfologija: didelis, skiltétas branduolys, pakitgs branduolio ir

citoplazmos santykis. B dalyje promielocito citoplazmoje galima stebéti pavienes Auerio
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lazdeles. 16-tame paveikslélyje matomos blasty sankaupos, gausiai gradéta citoplazma su Auerio

lazdeliy sankaupomis.

16 pav. Paciento X periferinio kraujo tepinélyje identifikuota promielocity su gausiai
gridétomis citoplazmomis ir Auerio lazdelémis sankaupa

Citomorfologiniam tyrimui skirti tepinéliai ruoSiami ant §varaus ir sauso objektinio
stiklelio (17 pav.). Lasas kraujo yra uzlaSinamas 1-1,5 cm atstumu nuo stiklelio krasto. Po to
Siek tiek j priekj nuo kraujo laso reikia priglausti stiklelj su §lifuotais krastais: stiklelis §lifuotais
krastais palenkiamas taip, kad su objektiniu stikleliu sudaryty 40-45° kampa. Kuomet kraujo
lasas pasklinda po visa S$lifuoto stiklelio briaunos ilgj, Slifuotu stikleliu staigiu judesiu
perbraukiama j priekj, paliekant mazdaug 1 ar 1,5 cm iki objektinio stiklelio galo. Véliau kraujo
tepin¢lis dziovinamas kambario temperatiroje. ISdZiovintas tepin¢lis daZniausiai dazomas
Romanovskio modifikuotu dazymo btidu. Uzfiksuoti hematologiniai ar kauly Ciulpy preparatai
idedami | dazymui skirtus indus, juos uzpylus 5% Romanovskio-Gimzos dazais. Tuomet
preparatai dazuose laikomi 40-60 minuciy, jiems nusidazius yra skalaujami po silpna vandens
srove ir i8dziovinami. Véliau iSdZiovintas ir nuskalautas Romanovskio-Gimza dazais nudazytas
tepinélis dazomas kristalo violetu nuo 10 iki 30 minuc¢iy. Nudazytas kristalo violetu preparatas
vel nuskalaujamas ir i8dZiovinamas. Taip paruoStas preparatas turi biiti iStirtas iki 3 savaiciy,

kadangi véliau jis pradeda blukti. ISblukusj preparatg galima dar kartg dazyti kristalo violetu.
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D
17 pav. Kraujo tepinélio paruoSimas [26].

Hematologijos ir bendrosios citologijos laboratorijoje kraujas buvo tiriamas
automatizuoto kraujo analizatoriumi Cell-Dyn (Abbott, JAV). Hematologiniu analizatoriumi
buvo jvertinti Sie kraujo rodikliai: leukocity, trombocity skai¢ius, hemoglobino koncentracija
kraujyje ir blasty kiekis.

Pacienty periferinis kraujas ir kauly ¢iulpy tiriamoji medziaga buvo imta j vakuuminius
Vacutainer (BD, JAV) mégintuvélius violetiniais kamsteliais (su EDTA antikoaguliantu).
Tyrimams paimti ir paruo$ti méginiai iStirti nedelsiant, per 4 valandas, laikyti kambario
temperatiiroje.

Molekuliné kraujo ar kauly Ciulpy analizé buvo atlikta Vilniaus universiteto Santariskiy
kliniky Molekulinés medicinos laboratorijoje. Naudotas PGR metodas, dauginant BCR, NPMI ir
FLT3 mutavusiy geny grandines.

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojantis Microsoft Office 2010, Exel operacine ir
STATGRAPHICS Centurion XVI Version 16.2.04, IBM SPSS STATISTICS statistinémis

programomis.
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2.2. Tyrimy medZiaga

Analizuojant Tminés promielocitinés leukemijos imunofenotipg tirti  Vilniaus
universitetinés ligoninés Santariskiy kliniky pacientai, kuriems buvo nustatyta ar jtariama Giminés
promielocitinés diagnozé¢ 2008-2015 metais. Buvo rinkti Sie pacienty duomenys: tyrimo data,
ligos istorijos numeris, gimimo data, paciento vardas bei pavardé (Sie duomenys uzkoduoti
specialiais kodais: AML1, AML2, AML3 ir tt. paciento konfidencialumui uZztikrinti), lytis,
éminys (kauly Ciulpai arba periferinis kraujas). Rinkti hematologinio analizatoriaus duomenys:
leukocity, trombocity skaicius, hemoglobino jverciai. Taip pat panaudoti tékmés citometro
analizés duomenys ir morfologinio kauly ciulpy ar periferinio kraujo tepin¢lio jvertinimo
rezultatai.

Be $iy duomeny taip pat buvo rinkti ir genetiniy rezultaty duomenys. Genetiniais
tyrimais buvo vertinama, kokios su tmine promielocitine leukemija susijusios mutacijos yra

budingos pacientui.
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3. TYRIMU REZULTATAI

Sio tyrimo metu buvo i$analizuoti 64 @minés promielocitinés leukemijos jtarimy atvejai.
| analize jtraukti 44 asmenys (68,75 proc. visy tiriamyjy), Kurie gydési Vilniaus universiteto
SantariSkiy kliniky Hematologijos, onkologijos ir transfuziologijos centro bendrosios
hematologijos skyriuje, ir 20 Klaipédos jirininky ligoninés pacienty, sudariusiy 31,25 proc.
tirilamyjy. 31,25 proc. tiriamyjy sudaré vyrai, kuriy amziaus mediana buvo 51-eri metai, likusius
68,75 proc. pacienty sudaré moterys, kuriy amziaus mediana 53 metai. Bendra tirty asmeny
amziaus mediana — 52 metai. Buvo iSanalizuoti 37 pacienty méginiai, paimti i§ kauly Ciulpy ir 27

pacienty periferinio kraujo méginiai (4 lentel¢).

4 lentelé. Tirtyjy asmeny demografiniai duomenys

Klaipédos jurininky | 20
ligonine
Gydymo jstaiga
Vilniaus  universiteto | 44
Santariskiy klinikos
Vyrai 20 Pacienty skaicius
Lytis
Moterys 44
Periferinis kraujas 27
Tiriamoji medZiaga
Kauly ¢iulpai 37
Vyrai 51
Amzius Moterys 53 Mediana
Bendra 52
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Atlikus citomorfologine periferinio kraujo ir kauly ¢iulpy tepinéliy analiz¢ buvo isskirtos

keturios tiriamyjy asmeny grupés, pateiktos 5-toje lenteléje.

5 lentelé. Citomorfologinio tyrimo rezultatai

Lasteliy citomorfologija | Kiekis | Dalis
M+A+ 22 34,38 %
M+A- 8 12,5 %
M-A+ 6 9,38 %
M-A- 21 32,81 %
M3v 7 10,94 %

* M+A- budinga promielocito morfologija, bet nerasta Auerio lazdeliy; M+A+ budinga ir promielocito morfologija,
ir randamos Auerio lazdelés; M-A+ lasteliy morfologija nebtidinga aminei promielocitinei leukemijai, randamos
Auerio lazdelés; M-A- néra promielocitinei leukemijai bidingos morfologijos, Auerio lazdeliy nerasta.

Taigi i§ pateikty duomeny matyti, kad 22 pacienty blastams, sudariusiems 34,38 proc.
tiriamyjy, buvo bidinga ir promielocitiniy leukeminiy Igsteliy morfologija, ir Auerio lazdelés
blasto citoplazmoje. 8 (12,5 proc.) 1§ 64 tirty pacienty buvo biidinga tik Gminés promielocitinés
leukemijos lasteliy morfologija, taciau promielocity citoplazmoje nerasta Auerio lazdeliy. Tuo
tarpu 6 (9,38 proc.) pacienty blasty citoplazmoje Auerio lazdelés buvo rastos, taciau blasto
morfologija nebuvo biudinga Gminei promielocitinei leukemijai. 21 (32,81 proc.) pacientui
nebuvo budinga nei Igsteliy morfologija, nei Auerio lazdelés citoplazmoje.

Deréty iSskirti dar vieng citomorfologinj tipg — hipogriidéta Giminés promielocitinés
leukemijos varianta. Hipogridétas iiminés promielocitinés leukemijos morfologinis variantas
buvo rastas 7 tiriamiesiems (10,94 proc. visy tirtyjy ir 18,92 proc. pacienty, kuriems budinga
@iminés promielocitinés leukemijos morfologija). Sioje grupéje buvo 4 atvejai, kai blastams buvo
biidinga tminés promielocitinés leukemijos morfologija ir Auerio lazdelés mazai griidétoje
citoplazmoje, ir 3 atvejai, kai blastas atitiko promielocito morfologija, taciau jo hipogrudétoje
citoplazmoje nebuvo Auerio lazdeliy.

Analizuojant bendro kraujo tyrimo rezultatus buvo nustatyta, jog vidutiné visy tirty
asmeny leukocitozé buvo 45,85+65,32 - 10°/1, hemoglobino koncentracija vidutiniskai sieké
93,73+23,76 mmol/l (anemija), trombocity vidutiniskai kraujyje 64,674+103,34-10%/I

(trombocitopenija). Leukocity, trombocity skai¢iaus ir hemoglobino koncentracijos vidurkiai
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atskirose morfologinése grupése pateikti 6-toje lenteléje. Lenteléje galima pastebéti, kad
leukocitozé pasreiskia visose morfologinése grupésé. Didziausia leukocitoz¢ 107,93+120,18 -
10%/1 stebima M-A+ pacienty grupéje, taip pat nejprastai didelé leukocitozé stebima ir M3v
pacienty grupéje — 75,61+94,00 - 10°/l. Maziausiai nukrypes nuo normuy, lyginant Sio tiriamojo
darbo morfologines grupes, baltojo kraujo kiineliy skaicius stebimas tose grupése, kur blastams
buvo bidinga promielocitinés lastelés morfologija — 15,914+23,58-10°/l M+A+ grupéje ir
5,58+6,70 - 10°/l M+A-grupéje. Vidutiniskai daugiausiai blasty (81,17+11,97%) aptikta M-A+
grupéje, kuomet M-A- grupéje nustatytas maziausias blasty kiekis — 59,19425,55%. Grupése su
promielocitui biidinga morfologija blasty kiekis nustatytas panaSus: 73,77+18,71% M+A+
grupgje ir 64,38+13,69% M+A- grupéje.

Visiems tiriamiesiems pasireiSké rySki trombocitopenija. Maziausias trombocity skai¢ius
47,95+ 76,42 - 10°/1 stebétas tiriamyjy grupéje M+A+, taip pat M-A+ (49,55+46,01- 10%/1)
grupéje. Didziausias trombocity skai¢ius (87,77+154,57 - 10°/l) pasireiské M-A- pacienty
grupéje. Ryskiy skirtumy hemoglobino koncentracijos skirtingose morfologinése grupése
nepastebéta (6 lentelé).

6 lentelé. Leukocity, trombocity, blasty skaiciaus
skirtingose morfologinése grupése

ir hemoglobino koncentracija

Morfologiné | Leukocitai Hemoglobinas | Trombocitai | Blastai
%

Gr. 10°L mmol/I 10°L

M+A+ 15,91+426,38 96,76+22,74 | 47,95+76,42 | 73,77+18,71
M+A- 5,58+6,70 82,69+23,45 |53,85+65,86 | 64,38+13,69
M-A+ 107,93+120,18 | 83,60+16,53 | 49,55+46,01 | 81,17+11,97
M-A- 64,91+54,33 | 95,98+25,41 | 87,77+154,57 | 59,19+25,13
M3v 75,61+£94,00 | 98,79+27,34 | 73,29+43,11 | 65,43+25,55
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7 lentelé. Dominuojantys imunofenotipai morfologinése grupése

Morfolo- | Imunofenotipas Jo Dominuo-
giné daznis | janti mutacija
pacienty grupé- | (%)

grupe Je (%)

M+A+ | SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD2- 22,7 | BCR (100)

/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13++/CD2- 9,1 BCR (100)
/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-

SSS-h/CD34- 9,1 BCR/FLT3
/CD117+/CD33+/CD13+/CD2+b/CD56-
/CD64+b/CD15+b/HLA-DR-
SSC-h/CD34- 18,2 | BCR (66,7)
/CD117+/CD33++/CD13++/CD2+b/CD56-
/CD64+/CD15-/HLA-DR-

M-A+ SSS-1/CD34-/CD117+b/CD33+/CD13++/CD2- 33,33 | NPM1+FLT3
/CD56-/CD64-/CD15-/HLA-DR- (50)
SSC-1/CD34-/CD117-/CD33+h/CD13+/CD2- 33,33 | NPM1 (50)

/CD56-/CD64-b/CD15-/HLA-DR-

M-A- SSS-1/CD34-/CD117++/CD33+/CD13-/CD2-/CD56- | 23,81 | NPML1 (60)
/CD64-/CD15-/HLA-DR

$SS-1/CD34-/CD117+b/CD33+b/CD13+b/CD2- 14,29 | NPM1(33,33)

/CD56-/CD64-/CD15-/HLA-DR- FLT3
(33,33),
NPM1+FLT3
(33,33)

SSS-1/CD34-/CD117+h/CD33+/CD13+b/CD2- 9,52 | NPM1 (50)

/CD56+h/CD64-/CD15-/HLA-DR-
SSS-m/CD34-/CD117+b/CD33+b/CD13+b/CD2- 9,52 FLT3 (100)
/CD56+b/CD64-/CD15-/HLA-DR-

*§8S-h — auksta Soniné $viesos sklaida, SSS-m — vidutiné Soniné $viesos sklaida, SSS-I — Zema Soniné $viesos
sklaida, CD X- — neigiama zymens raiska, CD X+b — blanki Zymens raiska, CD X+h — heterogeniné Zymens raiska,

CD X+ — normali Zymens raiska , CD X++ — rySki zymens raiska.
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7-toje lenteléje pateikiami pacienty, kuriams buvo jtariama Uminé promielocitiné
leukemija blasty biozymeny raiSkos fenotipai skirtingose morfologinése grupése. Lentel¢je galia
matyti, kad jtariant iiminés promielocitinés leukemijos diagnoze, blasty Soniné $viesos sklaida
iSsiskiria ] 3 grupés: ryski Soniné $viesos sklaida (43,75% tiriamyjy), vidutiné Soniné sklaida
(17,19 proc.) ir zema Soniné sklaida (39,06 proc.). Esant tminés promielocitinés leukemijos
morfologijai Soniné $viesos sklaida yra auksta. O kai Gminés promielocitinés morfologijos néra,
Soniné Sviesos sklaida yra zema ar vidutiné. CD34 Zymens raiska tiek teigiamos, tiek neigiamos
morfologijos atveju buvo neigiama, neigiama raiska taip pasizyméjo ir HLA-DR zymuo.
Teigiamos morfologijos grupése stebéta normali arba blanki CD117 Zymens raiska, Kkai
neigiamos morfologijos grupéje §io zymens raiska buvo skirtinga rastuose dazniausiai
pasitaikan¢iuose variantuose: kito nuo hiperekpresijos iki blankios, pasireiskiant ir heterogeninei
raiSkai. Taip pat tarp morfologiniy grupiy skyrési ir CD33 Zymens raiSka: teigiamos
morfologijos atvejais dazniausiai buvo fiksuojama CD33 Zymens hiperekpresija, kuomet
neigiamos morfologijos atveju §io Zymens raiSka buvo blanki, taip pat tarp morfologiniy grupiy
pasiskirsté ir CD13 zymens raiSka.

CD64 zymens raiska, taip pat skyrési morfologinése grupése: tose grupése, kur blastams
nebuvo budinga iimaus promielocito morfologija, pasireiské neigiama $io zymens raiska, kuomet
grupése su teigiama morfologija CD64 Zymens raiSka buvo intensyvi, taip pat fiksuota ir
blankios CD64 zymens raiskos atvejy. CD15 zymuo morfologinése grupése kito panasiai kaip
CD64 zymuo: teigiamos morfologijos atveju fiksuota blanki Sio Zymens raiSka, neigiamos
morfologijos atveju $io Zymens raiska buvo neigiama.

Hipogridéto promielocitinés leukemijos varianto ir M+A- morfologijos atvejais nebuvo
rasta identiSky fenotipy, bet visiems pacientams grupéje fiksuota HLA-DR- ir CD34- zZymeny
neigiama raiska. CD33 zymens hiperraiSka M3v grupéje pasireiské 42, 85 proc. pacientams,
likusiems buvo biidinga rySkia CD33 raiska. 85,71 proc. stebéta neigiama CD56 Zymens raiska,
kitu atveju fiksuota hiperekpresija. Taip pat 85,71 proc. pacientams buvo buidinga neigiama
CDI15 Zymens raiska, kitu atveju §io zymens raiSka buvo blanki. M+A- grupéje visais atvejais

buvo fiksuota ryski CD33++ zymens raiska.
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8 lentelé. Mutacijy dazniai morfologinése grupése

MUTACUA,
Morfologiné daznis grupéje (atvejai/procentai)
grupé  BCR NPM1 FLT3 NPMI+FLT3 | Néra

mutacijos
M+A+ 18 (81,82) - 1 (4,54) 1 (4,54) 2 (9,09)
M+A- 6 (75) - 1(12,5) - 1(12,5)
M-A+ - 1(14,29) 1 (14,29) 1 (14,29) 3 (42,86)
M-A- 3(14,29) 9 (42,86) 2(9,52) 5(23,81) 2 (9,52)
M3v 4 (57,14) 1 (14,29) 1 (14,29) 1 (14,29) -

8-toje lenteléje matyti, kad M+A+ (81,82 proc.) ir M+A- (75 proc.) grupése asmenims
daugiausia atvejy buvo nustatyta BCR geno mutacija atlikus molekulinés genetikos tyrimus. M-
A+ grupéje dominavo trys mutacijy variantai: FLT3, NPM1 ir FLT3+NPMI1 mutacijos, taciau
daugiausiai asmeny buvo su nepakitusiu kariotipu: 42,86 proc. tiriamyjy nebuvo nustatyta jokia
gentiné mutacija. Tuo tarpu M-A- grupéje tik 2 asmenims nebuvo nustatya genetiné mutacija, o
daugumai asmeny buvo biidinga NPM1 geno mutacija (42,86 proc.). M3v morfologinés grupés
atveju, kaip ir kitose grupése su tminei promielocitinei leukemijai budinga morfologija, buvo
nustatyta BCR geno dominuojanti mutacija. Si mutacija pastarojoje grupéje pasireiske 57,14
proc. tirtyjy.

Atlikus molekulinius genetinius tyrimus buvo iSskirtos 5 tiriamyjy grupés, turincios
skirtingas mutacijas. ldentifikuotos tiriamyjy grupés pateikiamos 9-toje lenteléje. Matyti, kad
pacienty, kuriems buvo biidinga translokacija tarp 15 ir 17 chromosomy pory, yra daugiausiai —
jie sudaro 50 proc. visy tiriamyjy. Maziausiai pacienty su FLT3 geno mutacija — 6,25 proc.
Mazdaug po vienodg dalj tiriamyjy sudaré asmenys, turintys NPM1 (14,06 proc.) geno mutacija
ir du mutavusius genus — NPM1 ir FLT3 (15,63 proc.). 8 pacientams, sudariusiems 12, 5 proc.

tiriamyjy, nebuvo identifikuota jokia molekuliné genetiné patologija.
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9 lentele. Tiriamyjy grupés pagal molekulinius genetinius duomenis

Mutacija Pacientai | Dalis
PML-RARA, BCR tipas | 32 50 %
NPM1 9 14,06 %
FLT3 4 6,25 %
NPM1+FLT3 10 15,63 %
Mutacijos néra 8 125 %

10 lentelé. Kraujo rodikliai tiriamyjy grupése su skirtingomis mutacijomis

Grupé Leukocitai Hemoglobinas Trombocitai Blastai
cMPOQO%/+teigiama; %
_neigiama 10°L mmol/I 10°L

PML-RARA 27,79+£55,6 70,31+19
95,62/+ 5 90,98+25,38 51,424+69,80 54

NPM1 44,33+£54,5 53,89+29
78,44/+ 6 98,48+23,08 131,22+2,47 ,60

FLT3 76,13+58,0 74,75+18
89,25/+ 7 106,08+4,56 24,83+4,56 48

NPM1+FLT3 105,04+93, 74,5413,
87,30/+ 7 94,89+26,11 61,71+69,08 53

Mutacijos néra 31,13+35,6 58,38+26
91,12/+ 9 90,39+20,50 68,96+51,78 2

10-toji lentelé rodo kai kuriy kraujo rodikliy pasiskirstymo désningumus tarp skirtingy
mutacijy grupiy. Matyti, kad mieloperoksidazés reakcija visose grupése rodé panasius rezultatus
ir svyravo nuo 87,30 proc. iki 95,63 proc., iSskyrus grupe su NPMI1 mutacija, kur

mieloperoksidazés reakcija buvo Siek tiek silpnesné (78,44 proc.), taciau pakankamai stipri,
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leidzianti jtarti mieloidinio kamieno susirgimg. RySkiausia leukocitozé stebima toje grupéje, kur
tiriamiesiems buvo budinga FLT3 ir NMP1 geny mutacija kartu.

Hemoglobino koncentracijos vertés visose tiriamyjy grupése, iSskyrus FLT3, buvo
zemiau leistinos normos. Trombocity skai¢ius tiriamyjy grupése kito gana stipriai: grupéje, kur
buvo budinga NPM1 mutacija, fiksuotas didziausias trombocity kiekis — 131, 22+2,47 - 10°L, 0
grupéje su FLT3 mutacija rasta 24,83+4,56 - 10°L, Kitose tiriamyjy grupése trombcity kiekis
svyravo nuo 51, 42+69,80 - 10°L tiriamyjy grupéje su PML-RARA geno mutacija iki 68,96+51,78
- 10°L tiriamyjy grupéje, kur nebuvo rasta jokios molekulinés geny mutacijos. Blasty skai¢ius
tiriamosiose grupése taip pat variavo nuo 53,89+29,60 % ir 58,38+26,2 % grupése su mutavusiu
NPM1 genu ir jprasto kariotipo ligoniy iki 70,31+19,54 % ir 74,75+18,48 % grupése, kur buvo
pacientai su PML-RARA bei FLT3 mutacijomis.

11 lentelé. Morfologijos pasiskirstymas skirtingose gentinése tiriamyjy gurpése

MORFOLOGUA
Mutacija Atvejai grupéje(%)
M+A+ M+A- M-A+ M-A- M3v

BCR 18 (56,25) 6 (18,75) - 3(9,38) 5 (15,63)
FLT3 1(25) 1 (25) - 2 (50) 1(25)
NPM1 8 (88.89) 1(11.11)
FLT3+NPML1 | 1 (10) - 3(30) 6 (60) -
Néra 2 (25) 1(12,5) 3(37,5) 2 (25) -

11-toji lentelé atspindi morfologijos pasiskirstymo désningumus skirtingy mutacijy
grupése. Matyti, kad esant BCR geno mutacijai daugiausiai atvejy —18 i§ 32 — biidinga teigiama
morfologija su Auerio lazdelémis citoplazmoje ar be jy (6 atvejai). Mutavus BCR genui taip pat
budinga ir hipogradéto varianto morfologija (15,63 proc. BCR mutacijos atvejy). Hipogriidéto
varianto morfologija taip pat budinga ir FLT3 bei NMP1 geny mutacijos atveju: fiksuota po
vieng Sios morfologijos variantg Sioms genetiniy mutacijy grupéms. Taciau FLT3 mutavusio

geno atveju pusei pacienty buvo biidinga neigiama blasto be Auerio lazdeliy citoplazmoje
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morfologija, tokia pat morfologija (88,89 proc.) buvo budinga ir esant NPM1 geno mutacijai bei
60 proc. siems genams mutavus kartu. Toje grupéje, kurioje buvo pacientai su nenustatytais
genetiniais pakitimais, fiksuoti 3 atvejai, kai buvo nustatyta tminei promielocitinei leukemijai

btidinga morfologija. Vienu i8 jy promielocito citoplazmoje nerasta Auerio lazdeliy.

12 lentelé. Dazniausiai pasitaikantys fenotipy variantai gentinése tiriamyjy grupése

Genetiné Imunofenotipas Jo Dominuo-

pacienty daznis | janti

grupé grupéj | morfologiné
grupe

BCR SSS-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13+/CD2-/CD | 31,82 | M+A+ (100)

56-/CD64+b/CD15-/HLA-DR-

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+/CD2- 27,27 | M+A+ (100)
/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR

SSS-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13+/CD2 13,64 | M+A+(50)
+b/CD56-/CD64+b/CD 15-/HLA-DR- M-A- (50)

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD 2- | 18,8 | M+A+ (100)
/CD56-/CD64+b/CD15-/HLA-DR-

NPM1 SSS-1/CD34-/CD117+/CD33++/CD13-/CD2- 44.44 | M-A- (75)
/CD56-/CD64-/CD15-/HLA-DR-

SSS-1/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13-/CD2- 22,22 | M-A- (100)
/CD56-/ CD64+h/CD15-/HLA-DR
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Stebint biidingiausias raiSkos grupes pagal mutacijas (12 lentelé), matyti, kad esant BCR
geno mutacijai stebima auksta Soninés $viesos sklaida, o nesant mutacijai ar esant NPM1, FLT3
geny mutacijoms yra stebima Zema Soniné sklaida. Taip pat skiriasi ir CD13 Zymens raiska.
PML-RARA atveju $io zymens raiSka ryski, 0 Kity mutacijy atvejais stebimi jvairiis §io Zymens
raiSkos variantai — nuo hiperraiskos iki neigiamos $io zymens raiskos.

Stebint pacienty grupe, kurioje yra pacientai su FLT3 mutacija, nerasta identisky
fenotipy tarp pacienty, taciau visais atvejais stebéta HLA-DR ir CD34, CD2 ir CD15 Zymeny
neigiama raiska. Toje grupéje, kur pacientams buvo badinga FLT3 ir NMP1 geny mutacijos
kartu, neatsiskyré identiski fenotipai, bet taip pat buvo stebéta neigiama CD34, CD2 ir CD15 bei
HLA-DR zymeny raiSka ir daugeliu atvejy (pusei grupés tiriamyjy) Zema Soninés $§viesos
sklaida. Taip pat neigiama CD34, CD2, CD56 ir CD15 zymeny raiSka buvo budinga pacienty
grupei, kuriy kariotipe nebuvo identifikuota mutacija, 62,5 proc. pacienty buvo budinga zema
Sonin¢ sklaida. Taip pat 87,5 proc. pacienty buvo biidinga teigiama CD117 Zymens raiska.

16-ame paveikslélyje grafiskai parodomas blasty morfologijos pasiskirstymas skirtingose
genetinése grupése. Atlikus statisting analiz¢ buvo apskaiciuotas Spearmano koreliacijos
koeficientas tarp blasty morfologijos ir genetinés analizés. Gauta Spearmano koreliacijos
reik§mé — 0,510 esant 95 proc. pasikliautiniam intervalui. Vadinasi yra vidutinio stiprumo
rySys tarp lasteliy morfologijos ir genetinés mutacijos. Tai galima stebéti ir i§ 16-tame
paveikslélyje matomy morfologijos atvejy pasiskirstymo tarp mutavusiy geny grupiy:
daugiausiai blasty, atitinkan¢iy M+A+ morfologija, fiksuojama BCR mutavusio geno atveju, tuo
tarpu M+A+ morfologija, kity mutavusiy geny atveju vos keliais atvejais stebima esant
FLT3+NPMI1, FTLT3 mutavusiy geny atvejais, ir neesant jokiai mutacijai. Paveikslélyje taip pat
galima pastebeti, jog mutavus BCR genui, dauguma promielocity atitinka M+ morfologija, o

esant kity geny mutacijai daugiau fiksuoja M- morfologijos atvejy.
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16 pav. Morfologiniy grupiy pasiskirstymas tarp skirtingy mutacijy

Tyrimo rezultaty tikslumui jvertinti buvo apskai¢iuotas morfologininiy ir fenotipiniy
pozymiy specifiSkumas ir jautrumas lyginant su genetiniais Zymenimis. ISnagrinéjus
specifiSkumg ir jautruma skirtingose morfologinése grupése specifiskumo ir jautrumo rodikliai
skyrési (13 lentelé). Didziausias jautrumas nustatytas M-+A+ morfologingje grupéje.
Citomorfologinés ir genetinés analizés jautrumas Sioje grup¢je sieké 58,1 proc, specifiSkumas
87,9 proc., kai bendras jautrumas visy morfologiskai teigiamy atvejy (M+A+, M+A-, M3v
grupés kartu) sieké 90,3 proc., o specifiSkumas buvo mazesnis —72,7 proc. Maziausias jautrumas
nustatytas M- grupése. M-A+ grupéje jautrumas sieké 9,7 proc., 0 M-A+ grup¢je jautrumas
nefiksuotas, nesant atvejy, kuomet Igsteliy morfologija atitinka M-A+ atvejj, o genetinés analizés
duomenys parodo translokacijg tarp 15 ir 17 chromosomy pory. Taciau specifiSkumas M-A+
grupéje stebétas pakankamai didelis — 81,8 proc. Mazas jautrumas nustatytas ir M3v grupéje. Cia
jautrumas sieké tik 12,9 proc., kuomet specifiskumas Sioje grupéje buvo pakankamai aukstas —
90,9 proc. Panasus specifiskumas (93,9 proc.) identifikuotas M+A- grupéje, tadiau jautrumas
Sioje grupéje sieké vos 19,4 proc. Morfologiskai neigiamos grupés, skirtingai nei jautrumo
atveju, gautais specifiskuo rezultatais skyrési: M-A+ grupéje specifiSkumas buvo 1,8 karto

didesnis nei M-A- grupéje.
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13 lentelé. Jautrumas ir specifiskumas skirtingose grupése

Jautrumas, | Specifiskumas,
% %
M+A+ 58,1 87,9
M+A- 19,4 93,9
Morfologiné | M-A+ 0 81,8
grupé M-A- 9,7 45,5
M3v 12,9 90,9
M-+grupés | 90,3 12,7

14 lentelé. Skirtingy fenotipy jautrumas ir specifiSkumas morfologinése grupése

Atvejai grupéje
BCR | NPM1 | FLT3 | NPM1+FLT3 Nera
mutacijos

A fenotipas 4 - - - 1

B fenotipas 4 - - - 1
M+A+ .

C fenotipas 4 - - - 4

D fenotipas 4 - - - 1

E fenotipas - 3 - 1 1
M-A+

F fenotipas 1 3 - 1 2

G fenotipas - 3 - 1 1

H fenotipas 1 3 - 1 2
M-A-

| fenotipas 1 1 1 1 -

J fenotipas - - - 3 -
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A fenotipas: $SS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-

B fenotipas: $SS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13++/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-

C fenotipas: SSS-h/CD34-/CD117+/CD33+/CD13+/CD2+h/CD56-/CD64+b/CD15+b/HLA-DR-

D fenotipas: SSC-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13++/CD2+b/CD56-/CD64+/CD15-/HLA-DR-

E fenotipas: $SS-1/CD 34-/CD 117+b/CD 33+/CD 13++/CD 2-/CD 56-/CD 64-/CD 15-/HLA-DR-
F fenotipas: SSC-1/CD 34-/CD 117-/CD 33+h/CD 13+/CD 2-/CD 56-/CD 64-b/CD 15-/HLA-DR-

G fenotipas: SSS-1/CD 34-/CD 117++/CD 33+/CD 13-/CD 2-/CD 56-/CD 64-/CD 15-/HLA-DR

H fenotipas: S$SS-1/CD 34-/CD 117+b/CD 33+b/CD 13+b/CD 2-/CD 56-/CD 64-/CD 15-/HLA-DR-
I fenotipas: SSS-1/CD 34-/CD 117+h/CD 33+/CD 13+b/CD 2-/CD 56+h/CD 64-/CD 15-/HLA-DR-
J fenotipas: $8S-m/CD 34-/CD 117+b/CD 33+h/CD 13+b/CD 2-/CD 56+b/CD 64-/CD 15-/HLA-DR-

Pateiktoje 14-toje lentelé¢je matoma, kaip pasiskirsto fenotipy daznis, esant skirtingai
morfologijai ir mutacijoms. Matoma, jog esant M+ morfologijai, daugiausiai fiksuota C fenotipo
atvejy (8), o A, B ir D fenotipy atvejy po lygiai (5). M-A+ atveju, dazniau buvo sutinkamas F
fenotipas (7 atvejai), M-A- atvejais, daugiausiai fiksuota H fenotipo atvejy (7). Atsizvelgiant |
pacius fenotipus, i§ Sios lentelés taip pat galima pastebéti désninguma, jog esant NPMI
mutacijai bidingai kinta CD13 ir CD33 Zymeny raiska: jei M+ atvejais, nesant §ios mutacijos
CD33 Zymens raisSka yra ryski, tai NPM1 mutavusio geno atveju CD33 Zymuo ekspresuojamas
silpniau: pasireisSkia normali ar heterogeniné, o H fenotipo atveju ir blanki $io Zymens raiska.
Panasis kitimai stebimi ir CD13 Zymens raiskoje: ryskig ar normaliag CD13 Zymens raiSka M+
grupéje keicia, blanki, o G fenotipo atveju ir neigiama raiSka. Taip pat, matoma, jog Kinta ir
CD56 Zymens eskpresija, esant FLT3 mutacijai. I fenotipo atveju, iki tol visuose fenotipuose
stebétg neigiamg CD56 raiska keicia heterogeniné CD56 zZymens raiska.

15-toje lenteléje matyti, kaip skyrési skirtingy fenotipy jautrumo ir specifiSkumo
reik§mes: visy fenotipy jautrumas yra nedidelis, tuo tarpu specifiSkumo jverciai gana auksti.
M-+A+ grupéje, visy fenotipy atvejais (vertinant kiekvieno fenotipo jautruma atskirai) jautrumas
buvo lygus 21,1 proc., tuo tarpu bendras M+A+ fenotipy jautrumas buvo lygus 84.2%. IS
pateikty duomeny matome, kad nors ir jautrumas visais fenotipy atvejais buvo vienodas,
specifiSkumo reikmés skyrési: specifiskiausi M+A+ grupéje buvo A, B ir D fenotipai (97,1
proc.), taciau C fenotipo specifiSkumas buvo gana artimas — 88,6 proc. Kitaip nei jautrumo
atzvilgiu bendras visos M+ grupés specifiSkumas buvo zemesnis nei atskiry atvejy ir sieké 80,0

proc.
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M- grupése fenotipy jautrumas taip pat buvo nedidelis: F, H, | fenotipy atvejais jis sieké
vos 5,3 proc, o E, G, J fenotipy atvejais jautrumas nenustatytas dél nenustatyty atvejy, kuomet
pacientams, kuriy blastai ekspresavo §j fenotipg, biity identifikuota BCR mutacija. Tuo tarpu $iy
fenotipy specifiskumai buvo auksti: E ir G — 85,7 proc., 0 J fenotipo specifiskumas sieké net 91,4

proc.
15 lentelé. Skirtingy fenotipy jautrumas ir specifiskumas morfologinése grupése
Jautrumas, % | Specifiskumas, %
A fenotipas 21,1 97,1
B fenotipas 211 97,1
Mt At C fenotipas 21,1 88,6
D fenotipas 211 97.1
M+ atvejy fenotipai kartu 84.2 80.0
E fenotipas 0,0 85.7
M-A+
F fenotipas 5.3 82.9
G fenotipas 0.0 857
H fenotipas
M-A- 5,3 85,3
| fenotipas 5.3 914
J fenotipas 0.0 914

NPMI1 geno mutacijos atveju nustatytas 0,82 Spearmano koreliacijos stiprumo rySys (16
lentelé) tarp NMP1 geno mutacijos ir M-A- lasteliy morfologijos. FLT3 geno mutacijos atveju
rySys tarp lasteliy morfologijos ir geny mutacijos buvo silpnesnis — r=0,33, esant 95 proc.
pasikliautiniam intervalui. FLT3 geno mutacijos atveju issiskyré trys morfologinés grupés, kuriy
rySys su FLT3 mutacija nebuvo stiprus — nustatyti M3v, M+A- ir M+A+ atvejai, tolygiai
pasiskirste grupé¢je. FLT3+NPM1 mutacijos atveju bendras rySio stiprumas nustatytas 0,54,
kuomet rySys tarp FLT3+NPM1 mutacijy ir M-A- fenotipo buvo lygus 0,62. Nesant mutacijy,
pacienty, kuriems jtariama @iminé promielocitiné leukemija, kariotipe rySys tarp mutacijos
nebuvimo ir morfologijos taip pat buvo labai Zemas — 0,29. Nesant mutacijy morfologija buvo
jvairi — nuo M+A+ atvejy iki M- atvejy, nefiksuota tik M+A- ir M3v atvejy. Kiti atvejai
pasiskirsté grupéje tolygai, dominuojancio morfologinio atvejo nenustatyta. Vertinant fenotipy ir
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mutacijy rysio stiprumus, fenotipy ir mutacijy rysio stiprumai nejvertinti FLT3, NPM1+FLT3
mutacijy ir mutacijos nebuvimo atvejais dél nerasty identisky fenotipy. NPM1 mutacijos atveju F

fenotipo ir NPM1 mutacijos rySys buvo lygus 0,56.

16 lentelé. Ne PML biidingy mutacijy i morfolginiy grupiy rySiy stiprumo jvertinimas

Mutacija RySio stiprumas tarp mutacijos ir
morfologijos

(Spermano koreliacijos koeficientas)

NPM1 0,82 esant M-A- morfologijai,
0,56 esant F fenotipui
FLT3 0,33
FLT3+NPM1 0,54 esant M-A- morfologijai: 0.62
Néra mutacijos 0,29
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4. TYRIMU REZULTATU APTARIMAS

Atlikto tyrimo metu tminés promielocitinés leukemijos diagnozé buvo jtarta 64
pacientams. Didzigjg dalj pacienty sudaré moterys (68,75 proc.). Didesnis motery sergamumas
amine promielocitine leukemija yra pastebimas ir kituose darbuose, pavyzdziui, 2012 metais
Duffield atlikto tyrimo metu Giminé promielocitiné leukemija buvo nustatyta 32 moterims ir 24
vyrams. Sio tyrimo metu dauguma tirty promielocitinés leukemijos atvejy sudaré M3 varianto
leukemijos, M3v nustatyti tik 7 atvejai i§ 37 atvejy su tminei promielocitinei leukemijai
budinga morfologija. Kity mokslininky tyrimy duomenimis, M3v variantai taip pat klinikinéje
praktikoje pasitaiko nuo 10 iki 25 proc. promielocitinés leukemijos atvejy [60]. Teigiama, kad
M3v yra buidingesné leukemijos forma tarp serganciyjy vaiky. Pacientai, kuriy amzius >40 mety,
dazniau serga M3 leukemija [77]. Atlikto tyrimo metu buvo analizuojami pacienty duomenys,
kuriy amziaus mediana buvo 52 metai, taigi didesnei daliai pacienty buvo budinga jprasta iminés
promielocitinés leukemijos morfologija. M3 ir M3v tminés promielocitinés leukemijos tipai
tarpusavyje skiriasi nedaug, taciau bitina tiksliai identifikuoti skirtumus tarp jy, kadangi juos
atskyrus galimas kitoks gydymas, nulemsiantis geresng ligos eigos prognoze. Pirmiausia, kaip ir
buvo minéta, Sie tipai skiriasi savo morfologija: M3 atvejais identifikuoti promielocitai buvo itin
griudéta citoplazma, daugelyje juy identifikuotos Auerio lazdelés, tuo tarpu M3v atveju
promielocity citoplazmos buvo labai minimaliai griidétos ar negriidétos, Auerio lazdeliy rasta
labai mazai, pavienés arba jy identifikuota nebuvo. M3 Zymeny raiska nuo M3v skyrési nedaug —
abiem grupém buvo biidinga neigiama HLA-DR raiska. CD34 zymens raiska Siek tiek skyrési —
M3v atveju ji buvo blanki, M3 varianto atveju, uzfiksuota daugiau neigiamos raiskos atvejy nei
blankios, taip pat M3 varianto atveju CDI13, CD33, CD56, CD 117 ir CD 15 Zymeny raiSka
buvo jvairesné nei M3v grupéje. Taigi pastebima tendencija, jog M3v budingesnés siauresnés
zymeny raiSkos svyravimo ribos. Tokius pat M3 ir M3v atvejy Zymeny raiSkos ypatumus 2010
metais publikavo ir Tallman bei kiti. Jy atlikty tyrimu metu pacienty, kuriems budingas
hipogriidétasis timinés promielocitinés leukemijos variantas, blasty pavirSiaus Zymeny raiSka
pasizyméjo mazesnémis variacijomis nei jprastos iminés promielocitinés leukemijos atveju.

Buvo nustatyti 2 atvejai, kai morfologija atitiko Gminés promielocitinés leukemijos
morfologija, ta¢iau nebuvo nustatyta PML-RARA mutacija, o identifikuota FLT3 geno mutacija.
FLT3 geno mutacijos yra budingos daugeliui mielodiniy leukemijos formy, tarp jy gali
pasitaikyti ir Gminés promielocitinés leukemijos atvejy, ypaC esant hipogridétam Tminés

promielocitinés leukemijos atvejui. Vienas i§ dviejy FLT3 geno mutacijos atvejy $io tyrimo metu
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atitiko hipogridéto timinés promielocitinés leukemijos atvejj. Kity tyrimy duomenimis, FLT3
geno mutacija esant aminei promielocitinei leukemijai taip pat sutinkama retais atvejais: 2008
metais atlikto tyrimo metu i§ 2762 atvejy, kai ligoniams buvo nustatyta FLT3 geno mutacija tik
4,7 proc. mutavusiy geny sukelé M3 tipo leukemijg ir 11,8 proc. M3v leukemijos formg. Visi Sio
tyrimo rezultatai yra apraSyti Backer ir kity darbe. Kartu su FLT3 mutacija daznai galima
nustatyti ir NPM1 geno mutacijg, kas taip pat yra biidinga mieloidinéms leukemijy formoms,
ypa¢ tokios mutacijy kombinacijos biidingos vyresnio amziaus zmonéms, sergantiems tmine
mielodinés leukemijos forma [56]. 10 tokiy atvejy buvo identifikuoti §io darbo metu, tadiau tik 1
ju atitiko Gtiminei promielocitinei leukemijai biidingg morfologija. Kol kas duomeny apie NPM1
geno mutacijos jtakg iiminés promielocitinés leukemijos formavimuisi néra daug, todé¢l galima
daryti prielaida, kad atvejis, atitinkantis imin¢ promielociting leukemija, buvo nulemtas FLT3, 0
ne NPM1 geno mutacijos.

Analizuojant ne tik konkrecius blasty pavirSiaus Zymenis, o ir blasty bendras savybes,
tokias kaip Soniné §viesos sklaida (SSS), tyrimo metu jtariant iming promielociting leukemija
iSskirtos 3 grupés: rysSki Soniné Sviesos sklaida (43,75% tiriamyjy), vidutiné Soniné sklaida
(17,19 proc.) ir zema Soniné sklaida (39,06 proc.). Tokie Soninés sklaidos kitimai gali biiti kaip
vienas i§ aminei promielocitinés leukemijos atveju budingy pozymiy. 2011 metais H. Y. Dong ir
komandos atlikto tyrimo metu SSS reik§més taip pat iSsiskyré pladiose ribose: Tminés
promielocitinés leukemijos blastai vienu atveju apémeé ir tipiniy, kraujyje dominuojanciy
granulocity regiong (rySki Soniné sklaida) ir taip pat promielocity Zema Soniné sklaida buvo
budinga jprasty mieloblasty regionui. Taigi galima daryti prielaida, kad aminei promielocitinei
leukemijai yra budingos placios blasty Soninés sklaidos vertés. Taiau daugeliu atvejy Soniné
Sviesos sklaida yra auksSta — tai vienas i§ iminés promielocitinés leukemijos fenotipo pozymiy,
leidziantis Gming promielociting leukemijg atkirti nuo kity Gminiy leukemijy. Atlikto tyrimo
metu dazniausiai pasitaikanc¢iuose Uminés promielocitinés leukemijos imunofenotpiy atvejuose
buvo stebima auksta Soninés Sviesos sklaida, o nesant Giminés promielocitinés leukemijos
morfologijai fiksuota prieSingai — Zema Soniné Sviesos sklaida.

Toliau analizuojant blasty raiSkos ypatumus gautus tyrimy rezultatus galima palyginti su
H. Y. Dong ir kity mokslininky atlikta HLA-DR, CD34 ir CD117 Zymeny raiskos analize, kuri
rodé tokius pacius rezultatus, kokie ir buvo gauti atliekant §j tyrimg. H. Y. Dong, gaves
rezultatus, teigé, kad Uminés promielocitinés leukemijos lgsteléms yra biidinga ryskiai
ekspresuoti CD117 (94,6 proc.) zymenj ir neekspresuoti HLA-DR (96 proc.) bei CD34 (76,5
proc.) zymeny. Zema ar neigiama CD56 Zymens eskpresija taip pat yra vienas i§ pozymiy,
biidingy timinei promielocitinei leukemijai. PanaSiis rezultatai buvo gauti ir §io tyrimo metu:
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HLA — DR raiSka nebuvo identifikuota né vienam pacientui, CD34 ekspresavo tik 19% pacienty,
vadinasi neigiama CD34 raiska buvo budinga 81% tirtyjy. Teigiama raiska CD117 $io zymens
buvo biidinga 94 proc. pacienty.

Stebint kity biozymeny raiskos ypatumus, pastebéta, kad atlikto tyrimo metu CD64
zymens raiskos intensyvumas buvo skirtingas pasirinktose tiriamyjy grupése. Daugiausiai blasty,
ekspresavusiy CD64 Zymenj, buvo toje tiriamyjy grupéje, kurioje pacientai turéjo promielocitinei
leukemijai buidingg morfologija. Tuo tarpu toje grupéje, kurios tiriamiesiems nebudinga
promielocitinés leukemijos morfologija, CD64 Zymens raiska buvo neigiama. Neigiama CD64
Zzymens raiSka stebima ir Gminés promielocitinés leukemijos hipogriidéto varianto atveju bei
esant FLT3, NPM1 ar kartu mutavusiems FLT3 ir NMP1 genams. Turintiem BCR geno mutacija
pasireiské blanki bei normali CD64 zymens ekpresija. Blanki ar neigiama CD64 raiska taip pat
stebéta ir toje tiriamyjy grupéje, kurioje buvo asmenys, neturintys jokiy genetiniy pakitimy.
Taigi promielocitams yra biidinga ekspresuoti CD64 zymenj, jei promielocity kilmé yra nulemta
BCR geno mutacijos. Literatiros duomenys patvirtina, kad promielocitai ekspresuoja CD64
Zymenj, ta¢iau minima, jog jo raiSka gali bati ir normali, ir blanki [17;24;21]. 2014 metais
paskelbtoje publikacijoje teigiama, kad CD64 zymens raiska timinés promielocitinés leukemijos
atveju gali buti labai jvairi. 2014 metais Kinijoje Xu ir kity tyréjy atlikto tyrimo metu CD64
zymens raiska kito grupése nuo 0-10 %, 20-40 %, 40-60 %, 60-80 % ir 80-100 %. Musy tyrimo
metu normali ir blanki raiSka buvo nustatyta tiriamyjy grupéje, kuriy pacientams biidinga
aminés promielocito leukemijos morfologija.

Esant iminés promielocitinés leukemijos morfologijai ir BCR ar NPM1 geny mutacijai,
atlikto tyrimo metu stebétos rySkios CD13 zymens raiskos. Kita vertus, mutavus FLT3 genui, ar
nesant mutacijos, stebima blanki ar netgi neigiama zymens raiSka ant blasty. Ryski CD13
zymens raiSka, esant iiminei promielocitinei leukemijai BCR mutavusio geno atveju 2013 metais
aprasyta ir publikuota Polish Journal of Pathology zurnale tyré¢jo Gorczyza Wojciech. Gauti
tyrimy rezultatai rod¢, jog ryski CD13 zymens raiska buidinga 93 proc. pacienty. Publikacijoje,
kaip ir masy atlikto tyrimo metu stebima ryski CD117 (100 proc. daznumas), CD33 (100 proc.)
zymeny raiSka bei neigiama CD2 (19 proc. blasty ekspresavusiy zymenj), CD56 (16 proc. blasty
ekspresavusiy zymenyj) ir CD34 (9 proc. blasty ekspresavusiy Zymenj) zymeny raiska.

Pasitaiko atvejy, ypac esant kurio nors zymens aberantinei ekpresijai, kuomet sunku
tiksliai nustatyti paciento diagnoze vien 1§ tekmeés citometrijos tyrimo rezultaty. Todél yra biitina
atlikti citomorfologinj tyrima, identifikuojant blasty morfologija, taip pat atlikti ir geneting
analiz¢ iminés promielocitinés leukemijos diagnozei patvirtinti ar atmesti. Atlikto tyrimo metu

CD117 Zymuo pasizyméjo aberantine raiSka, nors iminés promielocitinés leukemijos atveju yra
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budinga CD117 ryski raiska, pasitaiké atvejy, kuomet CD117 Zymens ekpresija buvo neigiama.
Dazniausiai neigiama CD117 zymens raiska yra biidinga granulocitams, taigi tokios piktybinés
lastelés galéjo buti palaikytos granulocitais ir iSkreipti tikrgsias CD117 Zymens vertes.
Aberantiné CD117 Zymens raiSka Giminés promielocitinés leukemijos atveju yra fiksuojama ir
aprasoma ir kity tyréjy. Pavyzdziui, ,,American Journal of Clinical Pathology* 2011 metais Dong
ir kity publikuotama straipsnyje teigiama, kad promielocitai, imituodami granulocitus ar
mieloblastus, gali turéti tokj fenotipg: CD34+, HLA-DR+, CD117-, taip pat auksta SSS sklaida,
kas buidinga neutrofilams.

Tyrimo metu nustatytas didelis blasty morfologijos specifiSkumas lyginant su genetiniu
iminés promielocitinés ligos patvirtinimu jrodo, kad jtarus imin¢ promielociting leukemija pagal
kliniknius simptomus bei nustacius ar jtarus tGminés promielocitinés leukemijos imunofenotipg
tekmés citometrijos metodu reikalinga atlikti citomorfologinj tepinélio tyrimg. Tai leidzia
gydytojui greiciau skirti reikiamg gydyma pacientui, kol ligos diagnozé dar néra patvirtinta
genetiskai. Sio tyrimo metu kaip specifiskiausi fenotipai buvo nustatyti A, B ir D grupéms
priklausantys fenotipai. Sie fenotipai priklausé M+ morfologija atitinkandiy blasty grupei.
Skirtingai nuo kito dominavusio fenotipo M+ tiriamyjy grupéje Siems fenotipams buvo budinga
intensyvi CD33 Zzymens raiska ir normali CD64 Zymens raiska. Kuomet, tie fenotipai, kurie buvo
maziau specifiski pasiZyméjo normalia CD33 Zymens raiSka, o CD64 Zymens raiSka
identifikuota blanki. Tyrimo metu, gauti mazi jautrumai tarp tiriamyjy su skirtingomis
mutacijomis ir promielocito morfologijos taip pat patvirtina citomorfologinio tyrimo svarbg.
Mazos jautrumo reikSmeés yra paaiSkinamos tuo, kad timinei promielocitinei leukemijai biidingos
morfologijos nerasta, bet diagnozuota mieloidinés kilmeés leukemija, kurig gali nulemti FLT3 ar
NPM1 genai [58]. Sie genai néra specifiski bitent $iai leukemijos formai ir pasitaiko tarp
pacienty, serganciy kitomis iminémis mieloidinémis leukemijomis.

IS gauty tyrimy rezultaty matyti, kad Uminé promielocitiné leukemija neturi aiSkaus
monotoniSko imunofenotipo, kuris aiskiai skirtysi nuo kity mieloidiniy leukemijy formy. Be to,
zymenys gali pasizyméti aberantine ekpresija, tad esant klinikiniams simptomams, CD34-, HLA-
DR+, CD56- ir CD64+ Zymeny raiskai, greitesnei remisijai uztikrinti butina atlikti
citomorfologinj tepinélio tyrimg. Tai, jog néra aiSkaus monotonisko imunofenotipo, padedancio
tiksliai nustatyti Gminés promileocitinés leukemijos diagnoze, savo darbe mini ir Ambayya
(2014) su kitais mokslininkais. Remdamiesi savo atlikto tyrimo jZzvalgomis jie teigia, kad
,auksinis standartas“ tminei promielocitinei leukemijai nustatyi — genetinis tyrimas ir
translokacijos tarp 15 ir 17 chromosoy pory patvirtinimas. Taciau jie taip pat pabrézia, kad
svarbu jvertinti blasty bioZymeny raiska ir jy morofologija.
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Tyrimo duomenis lyginant su literatiros duomenimis [66], vertinant Gminés
promielocitinés leukemijos skirtumus nuo kity Gminiy mieloidinés kilmés leukemijy, matyti, jog
iminés promielocitinés leukemijos iSsikirtinis bruozas lyginant su kitomis mielogeninémis
leukemijomis — neigiama HLA-DR Zzymens raiska. Atlikto tyrimo metu, visiems pacientams,
kuriems jtariama iminé promielocitiné leukemija, uzfiksuota neigiama HLA-DR zymens raiska.
Kitas tminés promielocitinés leukemijos i$skirtinumas — neigiama CD34 Zymens raiSka. M3
leukemijai biuidinga ryski CD33 Zymens raiska, taciau kitoms tminéms mielodinés kilmes
leukemijoms taip pat biidinga ryski Sio Zymens raiSka pavyzdziui, CD33 ryski Zymens raiSka
pasireiskia ir esant iiminei mieloidinés kilmés leukemijai su mutavusiu CEBPA genu. Taciau §i
leukemija nuo TGminés promielocitinés leukemijos skiriasi tuo, kad Gminei promielocitinei
leukemijai budinga neigiama CD13 ir CD15 Zymeny raiska, kokia ir buvo nustatyta Sio tyrimo
metu, o UGminei mieloidinei leukemijai su mutavusiu CEBPA genu budinga ryski Siy zymeny
raiSka. Be blasty zymeny raiSkos skirtumy, matoma, jog nesant Giminés promielocitinés
leukemijos diagnozés blasty Soniné sklaida yra zema ar vidutiné. I§ tyrimo duomeny matyti, kad
visuose fenotipuose, kur nebuvo identifikuota blasty morfologija ar translokacija tarp 15 ir 17

chromosomy pory, stebima Zema ar vidutiné Sonin¢ Sviesos sklaida.
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ISVADOS

1. Jtariant Gimin¢ promielociting leukemija dazniausiai sutinkama §i biozymeny
kombinacija: neigiama HLA-DR, CD34 biozymeny raiska, Zzema CD56 Zymens
raiSka, teigiama CD117 zZymens raiska ir auksta CD64 Zymens ekpresija bei
auksta blasty Soninés Sviesos sklaida, esant mutacijai tarp 15 ir 17 chromosomy
pory. Neradus translokacijos tarp 15 ir 17 chromosomy pory, blastams budinga
neigiama CD64 ir CD15 Zymeny raiska, blanki CD13 Zymens raiska ir Zema
Soning¢ Sviesos sklaida.

2. Tarp pacienty, kuriems nustatyta Gminé promielocitiné leukemija, vieno
monotoni$ko fenotipo, biidingo Uminei promielocitinei leukemijai néra.
Nustatyti $ie buidingiausi blasty biozymeny raiskos imunofenotipai:

o §88-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-
o $8S-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13++/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-

e  $§S-h/CD34-/CD117+/CD33+/CD13+/CD2+b/CD56-/CD64+b/CD15+b/HLA-DR-
e SSC-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13++/CD2+b/CD56-/CD64+/CD15-/HLA-DR-.

3. Uminei promielocitinei leukemijai specifiskiausia (80.0%) ir jautriausia
(84.2%) yra budingy blasty imunofenotipy ir teigiamos promielocity

morfologijos kombinacija.
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SANTRAUKA

Sio tyrimo tikslas — nustatyti Gminei promielocitinei leukemijai buidingiausius blasty
biozymeny raiskos ypatumus. Siam tikslui jgyvendinti issikelti tokie uzdaviniai: rasti blasty
biozymeny raiSkos désningumus pacientams, kuriems jtariama timiné¢ promielocitin¢ leukemija;
nustatyti blasty imunofenotipy spektra esant Giminei promielocitinei leukemijai; identifikuoti

iminei promieloctinei leukemijai jautriausius ir specifiskiausius laboratoriniy tyrimy parametrus.

Iskeltam tikslui ir uzdaviniams jgyvendinti iStirti 64 asmenys, kuriems buvo jtariama
iminé promielocitiné leukemija. Visi asmenys gydyti Vilniaus universiteto Santariskiy kliniky
Hematologijos skyriuje 2008-2015 metais. Tyrimo metu buvo analizuojami S$ie pacienty
duomenys: lytis, amzius ir leukogramos rodikliai. Tyrimui atlikti itin buvo svarbis Sie pacienty
duomenys: blasty biozymeny raiska, nustatyta tékmés citometru; citomorfologiné pacienty kauly
¢iulpy ar periferinio kraujo analizé bei molekulinés genetikos duomenys apie esamas ar nesamas
paciento mutacijas, galéjusias sukelti imin¢ promielociting leukemija.

Gauti tyrimo rezultatai parodé, kad aminei promielocitinei leukemijai yra budingiausia
tokia bioZymeny kombinacija: neigiama HLA-DR, CD34 biozymeny raiSka, zema CDS56
zymens raiska, teigiama CD117 zymens raiska ir auk§ta CD64 Zymens raiska ir auksta Soniné
Sviesos sklaida, esant mutacijai tarp 15 1ir 17 chromosomy pory.; nustatyti 4 Uminei
promielocitinei leukemijai biidingiausi imunofenotipai:

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-;

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13++/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-;

SSS-h/CD34-/CD117+/CD33+/CD13+/CD2+h/CD56-/CD64+b/CD15+b/HLA-DR-;

SSS-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13++/CD2+b/CD56-/CD64+/CD15-/HLA-DR-
Jautriausi fenotipai i$ jy buvo:

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13+h/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR-;

SSS-h/CD34-/CD117+b/CD33++/CD13++/CD2-/CD56-/CD64+/CD15+b/HLA-DR- ir

SSS-h/CD34-/CD117+/CD33++/CD13++/CD2+b/CD56-/CD64+/CD15-/HLA-DR-.

Raktiniai Zodziai: iminé promielocitiné leukemija, tékmés citometrija,

imunofenotipas,blasty biozymeny raiSka, HLA-DR-, CD34-.
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SUMMARY

The objective of the study — is to determine the most characteristic of acute
promyelocytic leukemia blasts biomarker expression features. To achieve this objective there has
been assigned the following tasks: Applying Flow cytometry method to find out the most typical
promyelocytic leukemia immunophenotype markers; identify the most typical blast
immunophenotype of acute promyelocytic leukemia; identify the most sensitive and most
specific immunophenotype for acute promyeloytic leukemia

To fulfill the Objective and Tasks we examined 64 patients who were suspected of acute
promyelocytic leukemia. All of these individuals have been treated in SantariSkés Vilnius
University Hospital Department of Hematology in years 2008-2015. This study analyzed
patient’s data such as gender, age, complete blood count. Extremely important for the study was
patient’s data: blast biomarkers expression - assesed by a flow cytometer, cytomorphological
patient’s bone marrow or peripheral blood analysis and molecular genetics data on presence or
absence of mutations, which have resulted in acute promyelocytic leukemia.

The obtained results showed that for acute promyelocytic leukemia the most typical
biomarkers combinations are: a negative HLA-DR, CD34 biomarkers expression, low CD56
marker expression, positive CD117 marker expression and high CD64 sign expression at
mutations between 15 and 17 chromosomes couples; research has revealed 4 typical acute
promyelocytic leukemia immunofenotypes: SSC-h / CD34-/CD117 +b/CD33 ++/CD13 +h/
CD2-/CD56-/CD64 +/CD15 + b/ HLA-DR-; SSC-h/ CD34-/ CD117 + b/ CD33 ++/ CD13
++ / CD2- / CD56- / CD64 + / CD15 + b / HLA-DR-; SSC-h / CD34- / CD117 + / CD33 +/
CD13 +/CD2 + b/ CD56-/ CD64 + b/ CD15 + b / HLA-DR-; SSC-H / CD34- / CD117 +/
CD33 ++ / CD13 ++ / CD2 + b / CD56- / CD64 + / CD15- / HLA-DR-; the most sensitive
phenotypes of them were SSC-h / CD34- / CD117 + b/ CD33 ++ / CD13 + h / CD2- / CD56- /
CD64 +/ CD15 + b / HLA-DR-; SSC-h / CD34- / CD117+ b / CD33 ++ / CD13 ++ / CD2- /
CD56-/CD64 +/CD15 + b/ HLA-DR- and SSC-H / CD34-/ CD117 +/ CD33 ++/ CD13 ++/
CD2 +b/CD56 -/CD64 +/CD15- / HLA-DR-.

Keywords: acute promyelocytic leukemia, flow cytometry, immunophenotype, blasts
biomarkers expression, HLA-DR-, CD34-.
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Tyrimo data
12008 01 28
2 2008 05 21
3200808 11
4 200809 17
5 2008 09 19
6 2008 10 01
7 2008 1027
82008 12 23
9 200903 31

10 2009 04 24
11 2009 05 12
12 2009 06 30
13 2009 07 08
14 2009 10 30
15 2009 12 14
16 201004 30
17 201005 26
18 201007 13
19 201007 30
20 20101105
21 20110104
22 20110105
23 20110407
24 20110517
25 2011 06 08
26 2011 06 10
27 201106 17
28 201107 26
29 20111222
30 20111223
31 20120112
32 2012 02 15
33 2012 02 22
34 201202 28
352012 0328
36 2012 04 26
37 2012 06 06
38 2012 06 26
39 2013 04 03
40 201305 24
41 201308 23
42 201309 09
43 20131001
44 20131024
4520131119
46 201401 22
47 201402 03
48 2014 06 26
49 201409 25
50 2014 1103
5120141217
52 20141219
53 201501 13
54 2015 02 06
55 201503 19
56 2015 05 29
57 201507 01
58 2015 07 02
59 2015 07 24
60 2015 08 19
61 2015 09 04
62 201509 09
63 20151017
64 2015 1030

Priedas Nr. 1. Pacienty demografiniai, morfologijos ir kraujo tyrimy duomenys

LIN Gimimo metai Vardas, pavardé Lytis Eminys LeukocitaiHb

z8-1264 197103 25
8-13510 19560112

kil 1974 06 19
8-23622 1963 06 03
kil 1945 07 06
kil 19511109
8-27515 1964 06 03
kil 1966 01 22
kil 195410 10

9-11531 19740817
9-12993 193306 14
9-17504 19480815
9-18402 19440317
x9-9662 19611101
9-32605 19730825
10-11318 19571001
10-14034 19201102
10-17934 19320510

kil 1956 01 19
kil 1962 06 05
11-248 19921204
kil 19750105
kil 1946 02 27

11-14206 1973 06 10
11-16780 19670118
11-17001 19730101
11-17739 19880325
kil 1966 06 17
CR11-13311961 08 19
11-36516 1967 07 04
12-1498 19901013
12-5285 195504 09
CR12-20241972 08 25
12-6707 196001 14
CR12-38541948 09 24
CR12-505€ 1967 07 04
12-18275 1967 07 04
kil 19471012
CR13-40721951 05 15
13-16913 196204 26
13-26502 193009 10
CR13-110C 1936 09 19
CR13-119¢ 1964 06 04
CR13-13241934 1127

KIL 1956 02 05
KIL 199202 22
CR14-17041943 05 14
KIL 1946 06 23

14T-660 1963 0812
14-39196 19891215
147-844 19690511
14-45950 1956 02 04
KIL 19491001
15-5313 19950628
15-11148 19531209
15-21397 198508 24
15-25725 1936 08 30

KIL 19430619
KIL 19551022
KIL 196004 03
KIL 19570204
KIL 19520912

15-39304 196002 29
15-41157 19310501

AML1 1 1 245
AML 2 2 1 8,42
AML3 1 1 11
AML 4 1 1 0,43
AML 5 1 1 2,28
AML 6 2 1 0,6
AML7 1 2 145
AML8 1 1 19
AML9 1 1 8,82
AML 10 1 1 4,25
AML 11 1 1 0,72
AML 12 2 2 14,3
AML 13 2 2 165
AML 14 2 1 3,84
AML 15 1 2 6,55
AML 16 1 1 28,61
AML 17 1 2 55
AML 18 1 2 18,5
AML19 2 2 66
AML 20 1 2 10,5
AML 21 1 1 9,63
AML 22 1 2 149,5
AML 23 1 1 114,2
AML 24 2 2 66,34
AML 25 2 1 0,97
AML 26 1 1 261
AML 27 2 2 42,41
AML 28 1 1 26
AML 20 2 1 13
AML 30 2 1 32,04
AML31 1 1 6,83
AML 32 1 1 65,4
AML 33 1 1 1,95
AML 34 2 2 261,9
AML 35 2 2 132,4
AML 36 1 1 0,26
AML 37 1 1 5,28
AML 38 1 1 28
AML 39 1 2 32,79
AML 40 2 2 19,73
AML 41 2 1 3,27
AML 42 1 2 105,1
AML 43 1 1 0,75
AML 44 1 2 18,63
AML 45 1 1 5,72
AML 46 1 1 8
AML 47 1 1 2,83
AML 48 1 2 13,94
AML 49 1 2 111,2
AML 50 1 1 4,11
AML51 2 1 1,14
AML 52 1 2 119,6
AML 53 2 1 15
AML 54 2 1 116,11
AML 55 1 1 2,48
AML 56 1 1 1,02
AML57 1 2 24,49
AML 58 2 2 41,89
AML 59 1 1 103
AML 60 2 2 37,6
AML 61 1 2 1
AML 62 1 2 24,2
AML 63 1 2 22,06
AML 64 1 2 120,2

64

67,6
72,6
85,5
90,2

120
81
63,8
77
79,9
69,5
47,4
136
143
149
59

119,4
54,9
92,6

129
62,8
99,1
71,6

119,4

107,7

140

97

105
92,1

108

121

89
83

124
78,7

123,5

82
83
115
83
101,3
80
79,4

99,4
97
61

136

77,7

93,8
97

108
116,5
104
75
124
94
100,1

90,9
60
59
95

69,4

93,3

80,9

Trombocitai

132
37,5
113
15
173
41
17,7
28
48,9
14,1

61,6
38
379
20,3
12,6
30,5
53,6
53,6
28,6

5,7
30,6
61,4

10
25
44,5
33
176
26
46
120
90

127,4

27,2
18
52
2
30

21,9

78
37
109,4
39
21
716
53,3
12,4
142
45
20,2
19
10
231
42
12,8
17,6
10
56
24
8,4
22
50,3

Blasty%
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22
68
65
45
75
25
84
68
60
55
60
82
25
73
86
90
44
85
80
87
91
85
73
72
85
80
88
50
80
77
30
20
78
93
54
75
20
78
49
60
35
23
33
80
70
31
76
75
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81
93
50
81
80
94
79
60
85
94
74
93
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Vardas, peSSC 1-auk: HLA
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93
57
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AML 64

Priedas Nr.2. Pacienty blasty biozymeny raiskos duomenys.
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Vardas, pavardé |Translokacija t(15;17)(q22;21) Kitos translokacijos
AML1 BCR

AML 2 NPM1 | tipas
AML 3 BCR

AML4 BCR

AMLS NPM1 | tipas
AML6 BCR

AML7 BCR

AMLS8 BCR

AML9 BCR

AML 10 BCR

AML 11 BCR

AML 12 FLT3, NPM1
AML13 BCR

AML 14 BCR

AML 15 BCR

AML 16 BCR

AML 17 NERA NERA

AML 18 NERA NERA

AML 19 BCR

AML 20 BCR

AML 21 BCR

AML 22 NPM1 | tipas
AML 23 NPMZ, FLT3
AML 24 NPM1

AML 25 BCR

AML 26 FLT3, NPM1
AML 27 NEATLIKTA MIRE

AML 28 BCR

AML 29 NERA NERA

AML 30 BCR

AML 31 NPM1

AML 32 BCR

AML 33 NERA NERA

AML 34 NPMZL,FLT3
AML 35 FLT3

AML 36 BCR

AML 37 BCR

AML 38 NPM1

AML 39 FLT3

AML 40 FLT3

AML 41 NERA NERA

AML 42 NERA NERA

AML 43 BCR

AML 44 NPM1 | tipas
AML 45 BCR

AML 46 BCR

AML 47 NPM1 | tipas
AML 48 BCR

AML 49 NPMZL,FLT3
AML 50 BCR

AML 51 BCR

AML 52 FLT3, NPM1
AML 53 BCR

AML 54 NPM1

AML 55 NPMZL,FLT3
AML 56 BCR

AML 57 NPMZ, FLT3
AML 58 NERA NERA

AML 59 NPM1

AML 60 FLT3,NPM1
AML 61 BCR

AMLL 62 BCR

AML 63 NERA NERA

AML 64 FLT3, NPM1

Priedas Nr. 3. Pacienty molekuliniy genetiniy tyrimy duomenys.
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